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A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é uma espécie de importância 
agroindustrial, devido à sua aplicação nas indústrias de alimentos, cosmética e 
farmacêutica. Considerando exigências da sociedade por produtos de qualidade, 
buscou-se, neste trabalho, identificar e avaliar insumos bioativos, quais sejam, 
tinturas-mãe (TM), extratos (EXT) e óleos essenciais (OE), obtidos a partir de folhas 
e frutos de genótipos da aroeira.  
 
As TM foram obtidas de folhas de plantas hermafroditas (TMArFH), femininas 
(TMArFF), e masculinas (TMArFM) e de frutos, de plantas hermafroditas (TMArFrH) 
e de duas amostras de plantas femininas (TMArFrF1 e TMArFrF2). Foram 
preparados a partir do extrato vegetal (com adição de adjuvante natural) por 
maceração. Nos OE, obtidos de folhas (F01 A F04) e frutos (FR01 a FR07), foi 
utilizado o processo da hidrodestilação.  
 
Foram realizadas análises físico-químicas das amostras de TM e para a identificação 
dos constituintes químicos, foram usadas as técnicas de cromatografia em camada 
delgada (CCD), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), cromatografia de 
fase gasosa (CG) e acoplada à espectrometria de massas (CG/EM). A atividade 
antioxidante das TM foi determinada pelo método do radical livre estável DPPH (1,1- 
difenil-2-picril-hidrazil) e a avaliação da eficiência antifúngica realizada pelo método 
de difusão em ágar, para os fungos, Fusarium guttiforme e Chalara paradoxa, 
patógenos do abacaxizeiro.  
 
As análises físico-químicas, apresentaram valores médios, de resíduo seco (1,41% ± 
0,13), teor alcóolico (67% ± 0,78), pH (5,6 ± 0,78) e densidade (0,898g.mL-1 ± 0,98), 
dentro das especificações técnicas, indicando qualidade no processo de obtenção 
da TM. Os cromatogramas de frutos mostraram a presença de grupos fenólicos, com 
destaque, para o isolamento de dois importantes biflavonóides, agathisflavona e 
tetrahidroamentoflavona. Houve predominância monoterpênica, e a amostra FR01, 
apresentou o maior percentual de limoneno (36,85%), que representou o maior teor 
relativo (70,85%). Em relação à atividade antioxidante, a TMArFH (250 µg/ml) 
apresentou melhor disponibilidade para a captação do DPPH (59,09% ± 0,004). A 
TMArFH apresentou, juntamente com o fungicida tebuconazole a 0,1%, forte inibição 
do crescimento micelial, para F. guttiforme (PI = 82%) e eficiência antifúngica para 
C. paradoxa (PI= 42,86%). Pela primeira vez folhas e frutos da espécie S. 
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terebinthifolius, foram utilizados para obtenção de TM e constituem uma potencial 
matéria prima para o desenvolvimento de bioprodutos com atividade fungicida para o 
controle de fitopatógenos.  
 




































SALES, M.D.C. Evaluation and characterization of bioactive inputs of aroeira 
(Schinus terebinthifolius Raddi) with economic potencial for the technological 
development of bioproducts. 2013. 134f. Thesis (Doctoral in Biotechnology) - Post 
graduation Biotechnological Programme, UFES, Espírito Santo. Brazil. 
 
Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) is an important plant mainly due its industrial 
application in the food industry, cosmetics and pharmaceutics. Since society has 
been exigent to choice qualified products, in this work we aimed identification and 
evaluation of bioactive products, such as mother tinctures (MT), extracts (Eb) and 
essential oils (EO) from leaves and fruits of aroeira genotypes. The TM were 
obtained from the leaves of plants hermaphrodite (TMArFH), female (TMArFF), and 
male (TMArFM) and fruits from hermaphrodite plants (TMArFrH) and two samples of 
female plants (and TMArFrF1 TMArFrF2), were prepared from the plant extract (with 
natural adjuvant) by maceration. OE from leaves (F01-F04) and fruits (the FR01- 
FR07), were obtained from the hydrodistillation.  
 
Analytical methods were used to perform physic-chemical analyses of MT and 
chemistry compounds identification were carried out by thin layer chromatography 
(TLC), high performance liquid chromatography (HPLC), gas chromatography (GC) 
and gas chromatography-Mass spectrometry (GC/MS). The antioxidant activity of the 
different MT was evaluated using the stable free radical DPPH (1, 1- diphenyl-2-
picryl-hydrazyl) method and, evaluation of antifungal efficiency of TM was performed 
by the agar diffusion method, for the fungi Fusarium guttiforme and Chalara 
paradoxa, pineapple pathogens.  
 
The physico-chemical analysis showed average values of dry residue (1.41 ± 0.13%), 
alcohol content (67% ± 0.78), pH (5.6 ± 0.78) and density (0.898 g. mL-1 ± 0.98), 
within the technical specifications, indicating quality in the process and specifications 
to obtaining the TM. The chromatograms showed the presence of phenolic groups, 
especially, isolation of two important biflavonoids, agathisflavona and 
tetrahidroamentoflavona. Monoterpenes predominated, and the sample FR01, had 
the highest percentage of limonene (36.85%), which represented the highest relative 
content (70.85%). Regarding the antioxidant activity (AA), the TMArFH (250 µg/mL), 
showed better availability for uptake of DPPH (AA= 59.09%). In the antifungal test 
both TMArFH as tebuconazole fungicide at 0.1%, showed strong inhibition of the 
mycelial growth for F. guttiforme (PI= 82%) and a significant efficiency for C. 
paradoxa (PI= 42. 86%).  This is the first report with the use of MT from leaves and 
fruits of S. terebinthifolius with potential feedstock for the development of bioproducts 
with fungicidal activity for control plant pathogens.  
Key-words: Mother tincture; Essential oil; antioxidant; Fusarium guttiforme; Chalara 
paradoxa. 
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Plantas medicinais ou aromáticas são utilizadas visando principalmente o crescente 
mercado de produtos naturais a partir de fontes renováveis. Além de serem 
utilizadas como matérias primas para a indústria alimentícia, têm produtos do seu 
metabolismo primário e secundário destinados a outros setores, como a indústria 
farmacêutica e de cosméticos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009, LUBBE; 
VERPOORTE, 2011).  
 
Atualmente, os atributos de qualidade de produtos associados à segurança do 
alimento, boas práticas agrícolas e biotecnologia são temas presentes no setor 
agroindustrial (CONCEIÇÃO, 2012). O estímulo à geração de produtos 
agropecuários estratégicos, visando novos patamares de competitividade do 
agronegócio brasileiro, priorizando a biodiversidade do país, faz parte da Política de 
Desenvolvimento da Biotecnologia no País (BRASIL, 2007).  
 
A espécie Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira vermelha), uma planta nativa da 
América do Sul, além de apresentar uma ampla plasticidade ecológica, compõe um 
importante grupo entre as espécies de plantas medicinais e aromáticas com valor 
econômico (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; LUBBE; VERPOORTE, 2011). No 
Brasil, através do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicas 
(PNPMF), que incentiva a pesquisa com plantas, exóticas adaptadas ou nativas, a 
espécie foi incluída na Relação Nacional de Fitoterápicos (RENAFITO), por 
evidências de segurança e eficácia do uso de suas cascas (BRASIL, 2009). 
 
Estudos descrevem a utilização de diversas formas extrativas da aroeira e suas 
atividades farmacológicas, as mais diferenciadas, destacando-se a antioxidante 
(DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; dos SANTOS, 2004; VELÁSQUEZ et al., 2003) e 
antimicrobiana e inseticida (DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005; LIMA et 
al., 2006; MARTÍNEZ et al.,1996; MELO-JÚNIOR et al., 2002). Estas atividades 
estão relacionadas à presença de flavonoides (principalmente nos frutos, de 
biflavonóides), taninos, ácidos triterpênicos e, de mono e sesquiterpenos no óleo 
essencial de frutos e folhas da espécie (BARBOSA et al., 2007; CERUKS et al., 
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2007; CORREIA et al., 2006; OLIVEIRA, 2012), com aplicação nas indústrias de 
alimentos, cosmética e farmacêutica (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).  
 
Na prática de uma agricultura econômica competitiva, a intervenção para o controle 
de doenças é realizada geralmente através do uso de defensivos agrícolas, 
principalmente os fungicidas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000). O 
uso intensivo e indiscriminado de agrotóxicos na agricultura tem causado diversos 
problemas de ordem ambiental como, contaminação de alimentos, do solo, da água 
e dos animais, além da intoxicação de agricultores e a resistência de patógenos 
(MORANDI; BETTIOL, 2009; STANGARLIN; SCHWAN-ESTRADA, 2008).  
 
A busca por produtos naturais que apresentem propriedades antioxidantes 
associadas a propriedades antimicrobianas vem sendo investigada nos últimos 
anos. Estudos, envolvendo a identificação de espécies vegetais cujos produtos 
extrativos apresentem substâncias bioativas com ação biológica contra 
fitopatógenos, também têm sido realizados (GARCIA et al., 2008; KUSTER; 
ARNOLD; WESSJOHANN, 2009; SALES, 2009; STANGARLIN; SCHWAN-
ESTRADA, 2008).  
 
Entretanto não foram encontrados relatos em literatura sobre a obtenção e 
identificação de insumos bioativos, como as tinturas- mãe (TM), a partir de folhas e 
frutos da aroeira. Logo, não existem parâmetros pré-definidos para identificação de 
grupos ativos, sendo imprescindível o estabelecimento das condições físico-
químicas e cromatográficas ideais para seletividade e validação de um método 
factível para tinturas-mãe hidroetanólicas. Vale ressaltar que a triagem destas 
formas extrativas objetivam a validação destes insumos no controle de 
microorganismos, principalmente produtos com potencial atividade antifúngica.  
 
Considerando exigências cada vez maiores da sociedade e dos mercados 
consumidores por produtos qualificados buscou-se, neste trabalho, identificar e 
avaliar insumos bioativos, Tinturas-mãe (TM) e Óleos essenciais (OE), obtidos a 
partir de folhas e frutos em genótipos da espécie Schinus terebinthifolius, como 
potencial matéria prima para o desenvolvimento de bioprodutos com atividade 
fungicida para o controle de fitopatógenos.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 PLANTAS MEDICINAIS  
 
O Brasil é o país de maior biodiversidade em plantas medicinais do mundo. 
Entretanto, apenas em 2006, foram publicadas políticas governamentais voltadas 
para o setor, como a Política Nacional de Plantas medicinais (PNPM). Essas 
políticas trazem como diretrizes, dentre outras ações, a elaboração/ adequação do 
marco regulatório e incentivo à pesquisa para plantas medicinais, priorizando a 
biodiversidade do país o desenvolvimento de tecnologias e inovações nas diversas 
fases da cadeia produtiva (BRASIL, 2006; SCHULZ, V.; HANSEL, R.; TYLER, 2002).    
 
O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicas (PNPMF) incentiva a 
pesquisa com plantas, exóticas adaptadas ou nativas, incluídas na Relação Nacional 
de Fitoterápicos (RENAFITO), subsidiada por estudos e pesquisas em 
desenvolvimento e inovação de produtos principalmente no setor agroindustrial 
(BRASIL, 2009). Os critérios, para inclusão na RENAFITO, são: i) ser uma espécie 
da flora brasileira não ameaçada de extinção; ii) ter distribuição por diversos biomas 
brasileiros; iii) possuir evidências de segurança e eficácia; iv) registro na Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA); v) ser fitoterápicos de uso na atenção 
básica e vi) ser produzido com plantas exóticas adaptadas ou nativas (BRASIL, 
2006; BRASIL, 2009).  
 
O Decreto nº 6041, de 08 de fevereiro de 2007, que instituiu a Política de 
Desenvolvimento da Biotecnologia no País, apresenta como diretriz o estímulo à 
geração de produtos agropecuários estratégicos visando novos patamares de 
competitividade e a segurança alimentar, mediante a diferenciação de produtos que 
viabilizem a conquista de novos mercados, tendo como alvos, dentre eles, a 
pesquisa de insumos bioativos, priorizando a biodiversidade do país, com potencial 





2.2 AROEIRA (SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI) 
 
A família Anacardiaceae é de ocorrência pantropical, incluindo poucos 
representantes em regiões temperadas. Compreendem aproximadamente 70 
gêneros e 600 espécies de árvores ou arbustos conhecidas pela sua importância 
como frutíferas, como manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.), 
serigüela (Spondias mombin L.), pistache (Pistacia vera L.), aroeira vermelha 
(Schinus terebinthifolius Raddi) (DUARTE et al., 2006; LORENZI; MATOS, 2002; 
PIO CORRÊA, 1984). Tradicionalmente, as espécies desta família, são empregadas 
na medicina popular como, cicatrizante, estomáquicas e antidiarréicas, pela 
presença de taninos e óleo-resinas (DUARTE et al., 2006). 
 
Esta família se destaca pelo número de investigações relativas à composição 
química de suas espécies e atividades biológicas de seus extratos e metabólitos 
(CORREIA et al., 2006; COWAN, 1999). Os estudos destas espécies possibilitaram 
verificar a ocorrência de flavonóides (principalmente, biflavonóides), terpenos, 
esteróides, xantonas e, principalmente, dos lipídios fenólicos e derivados. A 
atividade antioxidante ampla e elevada e a atividade antifúngica estão entre os 
resultados mais promissores até o momento (CORREIA et al., 2006). 
 
No Brasil, a aroeira é o nome comum de várias espécies da família Anacardiaceae, 
como as espécies: i) Astronium fraxinifolium Schott & Spreng., nativa dos cerrados 
do Brasil central, conhecida como aroeira-do-campo, aroeira-vermelha, gonçalo-
alves;  ii) Lithraea molleoides (Vell) Engl., nativa de várias formações do sul e 
sudeste, conhecida como aroeira-branca, aroeira-brava, aroeira-do-brejo, aroeira-da-
capoeira; iii)  Myracrodruon urundeuya Allemao, nativa da caatinga e do cerrado, 
desde o Ceará até o Paraná, conhecida como aroeira-do-campo, aroeira-da-serra; 
iv) Schinus molle L. DC., nativa do Ceará até o estado do Paraná e Mato Grosso do 
Sul, é conhecida como aroeira salsa, aroeira salso, aroeira, aroeira folha de salso, 
aroeira mole, corneiba, corneita, anacauíta, fruto de sabiá, aroeira periquita, 
pimenteiro, terebinto, bálsamo;  e, v) Schinus terebinthifolius, nativa de várias 
formações vegetais do nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil, conhecida 
por diferentes nomes populares, como aroeira, aroeira-mansa, aroeira-vermelha, 
aroeira-precoce, aroeira-pimenteira, aroeira-do-sertão, cambuí, coração-de-bugre e 
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fruto-de-sabiá (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI, 2002; LORENZI; 
MATOS, 2002).   
 
A espécie Schinus terebinthifolius, é uma planta perenifólia, de caule tortuoso, nativa 
da América do Sul, especialmente no Brasil, Paraguai e Argentina (DUARTE et al., 
2006; LORENZI; MATOS, 2002), podendo atingir de 5 a 10 metros (Figura 1a). As 
folhas são verde-escuras, compostas, oblongas a elípticas e com nervura 
proeminente na parte de cima do limbo e o florescimento ocorre, geralmente, nos 
meses de setembro a janeiro. As flores, brancas ou de cor amarela (Figura 1b), são 
pequenas e agrupadas em inflorescências do tipo cacho (DUARTE et al., 2006; 




Figura 1 Exemplar de Schinus terebinthifolius, no município de Pedro Canário- ES, Brasil: a) arvoredo 
e b) detalhe das folhas e flores. 
 
Os frutos são do tipo drupa e têm coloração verde no início e depois se tornam 
vermelhos (Figura 2); podem ser colhidos de janeiro a julho e a casca de tronco a 
qualquer época do ano (BORNHAUSEN, 2012). 
 
Em relação às propriedades alimentícias, os frutos maduros, adocicados e 
aromáticos destacam-se dentre as muitas especiarias existentes e que são 
utilizadas essencialmente para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da 








Figura 2 Frutos maduros da espécie Schinus terebenthifolius. Fonte: DEGÁSPARI, 2004. 
 
No caso das propriedades antioxidantes, a investigação não se restringe à área 
alimentícia sob o ponto de vista tecnológico. A procura por alimentos com poder 
antioxidante tem se mostrado muito difundida no meio científico. A investigação e 
comprovação desta propriedade de forma efetiva conferem a estes produtos o título 
de “alimento funcional” (DEGÁSPARI, 2004). Suplementos ou complementos 
alimentares estão ganhando reconhecimento substancial como agentes 
quimioprofiláticos (quimiopreventivos), devido a sua capacidade de atuar através de 
diversos mecanismos (PAN; HO, 2008).  
 
 
2.2.1 Estudos fitoquímicos  
 
Os estudos fitoquímicos compreendem as etapas de extração, fracionamento, 
isolamento, elucidação estrutural e identificação dos constituintes mais importantes 
do vegetal, principalmente de substâncias originárias do metabolismo secundário, 
responsáveis - ou não - pela ação biológica. Esses conhecimentos permitem 
identificar a espécie vegetal e, conjuntamente com ensaios de atividade biológica, 
analisar e caracterizar frações ou substâncias bioativas (SONAGLIO et al., 2010). 
 
A análise fitoquímica, quando trabalhamos com uma forma extrativa nova, como TM, 
como no caso da espécie S. terebinthifolius, consiste na caracterização de grupos 
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(constituintes) químicos ativos, pertencentes a classes metabólicas, presentes nas 
formas extrativas vegetais, desenvolvidas a partir do processo extrativo padronizado 
com a utilização de um solvente adequado e posteori caracterização dessas 
substâncias no produto tecnologicamente transformado.  
 
Os produtos do metabolismo secundário, não estão diretamente ligados à 
manutenção da vida do vegetal, porém, conferem vantagens à sua sobrevivência 
(SANTOS, 2010; TAIZ; ZAIGER, 2009). Com raras exceções, os metabólitos 
secundários têm em comum a sua biossíntese, originada da rota do ácido 
chiquímico ou chiquimato, que origina compostos aromáticos, ligninas, neolignanas 
e cumarinas; aminoácidos de onde derivam alguns alcaloides e a rota do acetato, 
malonato e mevalonato (TAIZ; ZAIGER, 2009).  
 
 
Figura 3 Esquema básico do ciclo biossintético dos metabólitos secundários de espécies vegetais. 
Fonte: SANTOS, 2010. 
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Este último pode ser redirecionado em outras três vias: ciclo do ácido cítrico, 
mevalonato e condensação (Figura 3).  A via do mevalonato é responsável pela 
síntese dos isoprenóides, que dão origem aos terpenos, cujos monoterpenos e 
sesquiterpenos podem ser componentes dos óleos essenciais.  Por meio da 
condensação são originados os ácidos graxos e acetogliconas. Há também 
compostos derivados da ligação entre a rota do ácido chiquímico e a do acetato, 
gerando uma rota sintética mista. Estes são os flavonóides, alguns taninos e 
antraquinonas (SANTOS, 2010). 
 
Estudos fitoquímicos efetuados, especificamente, com espécies do gênero Schinus, 
evidenciaram a presença de constituintes químicos do metabolismo secundário, 
como compostos fenólicos, tipo flavonóides esteróides, triterpenos, antraquinonas e 
saponinas, especialmente na espécie S. terebinthifolius (LIMA et al., 2006).   
 
 
2.2.2 Compostos fenólicos 
 
As plantas produzem uma grande diversidade de produtos secundários que contêm 
um grupo fenol. Os fenólicos vegetais constituem um grupo quimicamente 
heterogêneo e apresentam uma variedade de funções nos vegetais. Muitos agem 
como compostos de defesa contra herbívoros, e patógenos, enquanto outros têm 
função como atrativos de polinizadores ou dispersores de frutos, na proteção contra 
a radiação ultravioleta, no suporte mecânico ou reduzindo o crescimento de plantas 
competidoras adjacentes (SANTOS, 2010; TAIZ; ZAIGER, 2009).  
 
A rota do ácido chiquímico participa na biossíntese da maioria dos fenólicos 
vegetais, tendo a fenilalanina como intermediária na biossíntese da maioria dos 
compostos fenólicos, por meio da eliminação de uma molécula de amônia para 
formar o ácido cinâmico, mediada pela enzima PAL(Fenilalanina amônia liase). Esta 
enzima (amplamente estudada) é aumentada por fatores abióticos (ambientais) e 
bióticos (infecção por fungos) (TAIZ; ZAIGER, 2009). De uma forma simples, os 
compostos fenólicos de fontes vegetais podem ser divididos em dois grupos: os 




2.2.2.1 Flavonóides  
 
Os flavonóides são formados da combinação de derivados sintetizados da 
fenilalanina (via metabólica do ácido chiquímico) e ácido acético (CARVALHO et al., 
2007), especialmente os derivados do ácido hidroxibenzóico e do ácido 
hidroxicinâmico (Figura 3), dentre estes cita-se: as antocianinas, as flavonas, os 
flavonóis, as catequinas e as isoflavonas, nas quais estão frequentemente presentes 
(TAIZ; ZAIGER, 2009; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Diversas funções são 
atribuídas aos flavonóides nas plantas, dentre elas: a) proteção dos vegetais contra 
a incidência de raios ultravioleta e visível, além de proteção contra insetos, fungos, 
vírus e bactérias; b) atração de animais com finalidade de polinização; c) 
antioxidantes; d) controle da ação de hormônios vegetais; e) agentes alelopáticos; e 
f) inibidores de enzimas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). 
 
Podem-se encontrar flavonóides em diversas formas estruturais. Entretanto, a 
maioria dos representantes dessa classe possui 15 átomos de carbono em seu 
núcleo fundamental, constituído de duas “fenilas” ligadas por uma cadeia de três 
carbonos entre elas (C6-C3-C6). Nos compostos tricíclicos, as unidades são 































Figura 4 Estruturas químicas básicas do núcleo flavan e do núcleo 4-oxo-flavonóide.  
 
 
Os flavonóides são classificados em grupos diferentes, de princípio pelo grau de 
oxidação da cadeia de três carbonos. O esqueleto básico de carbono dos 
flavonóides pode ter vários substituintes. Os grupos hidroxila estão normalmente 
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presentes nas posições 4, 5 e 7, mas também podem ser encontrados em outras 
posições. Os açúcares são também muito comuns; de fato, a maioria dos 
flavonóides ocorre naturalmente como glicosídeos.  Enquanto os grupos hidroxila e 
açúcares aumentam a solubilidade em água dos flavonóides, outros substituintes, 
tais como éter metílico ou unidades isopentil modificadas, tornam os flavonóides 
lipofílicos (hidrofóbicos) (TAIZ; ZAIGER, 2009).  
 
Estudos (CERUKS et al., 2007) descrevem a ocorrência de componentes de baixa e 
média polaridade da espécie S. terebinthifolius, da fase em acetato de etila, oriunda 
do extrato etanólico das folhas da espécie, com potencial anti-radicalar, através de 
ensaio em CCD/DPPH, o qual conduziu ao isolamento de galato de etila (1), 











2 R= Ramnose; R'= OH
3 R= Ramnose; R'= H








Figura 5 Substâncias isoladas das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi.  
 
 
Queires e colaboradores (2006) quantificaram as substâncias fenólicas totais 
presentes nos órgãos de S. terebentifolius, com a justificativa de que muitas das 
atividades desta planta são atribuídas aos polifenóis que pertencem a sua 
constituição estrutural. Os autores observaram uma distribuição irregular dos 
compostos entre os órgãos da planta, sendo que dentre os órgãos vegetativos da 
planta, as folhas apresentaram a maior concentração de compostos fenólicos, o que 
demonstra a importância da utilização da porção correta da árvore para a obtenção 
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de determinada atividade e na identificação de compostos do metabolismo 
secundário. 
 
Em um estudo (DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005), com extratos 
alcoólico e aquoso, do fruto da aroeira foi demonstrado por CLAE que o extrato 
alcóolico possui quantidade significativa de: flavona apigenina e o extrato aquoso 




















Constituem uma classe de flavonóides diméricos, diferenciando-se de outros 
oligômeros como as proantocianidinas, devido à sua origem biogenética comum. A 
maioria dos biflavonóides de ocorrência natural é dímera de flavonas e flavanonas 
(raramente chalconas). Os monômeros podem ser iguais ou de diferentes tipos: 
flavona-flavona, flavanona-flavanona ou flavona-flavanona (ZUANAZZI; 
MONTANHA, 2010). Certos grupamentos hidroxilas podem apresentar-se 
metoxilados.  Os biflavonóides mais abundantes apresentam a ligação C-C entre C-
3’ e C-8’’. A amentoflavona e seus éteres metilas são o exemplo desta classe. 
Outras ligações identificadas são os carbonos 6-8’’ (agatisflavona), 8-8’’ 
(cupressoflavona) e 6-3’’ (robusflavona). O grupamento mais abundante dos C-O-C 















Figura 7 Biflavonóide com acoplamento C-O-C (Dimetiltetrahidrohinoquiflavona).  
 
Os biflavonóides são encontrados em grandes quantidades em diferentes plantas e 
em muitos tecidos vegetais. Apesar disso seu papel biológico não é claro. A função 
mais importante seria a de agir como antifúngico ou alimento dissuasivo para insetos 
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Dentro da classe dos flavonoides, os biflavonoides 
são encontrados com mais frequência nas plantas da família Anacardiaceae 
(CORREIA et al., 2006). O gênero Rhus é o maior representante desta família, e 
estudos fitoquímicos realizados até o presente momento têm demonstrado que as 
espécies deste gênero são ricas em flavonóides, principalmente biflavonóides. 
Dentre estes, se destacam hinokiflavona, amentoflavona, agatisflavona, 
robustaflavona, rhusflavanona, succedaneaflavanona e rhusflavona. 
 
No estudo de Oliveira (2012), o processo de isolamento e purificação do extrato 
bruto etanólico dos frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius), permitiu o isolamento 
a partir da fração acetato de etila, de dois biflavonoides que foram devidamente 
identificados por técnicas espectroscópicas e espectrométricas como sendo a 
tetrahidroamentoflavona e a agathisflavona. Neste mesmo estudo, na avaliação da 
atividade sobre a replicação do vírus Mayaro, o biflavonóide tetrahidroamentoflavona 
(fração acetato de etila) e o extrato bruto de Punica granatum apresentaram o maior 









Os taninos são classificados em dois grupos principais, hidrolisáveis e condensados, 
cujas estruturas são muito diferentes entre si, embora todos tenham molécula poli-
hidroxifenóis ou seus derivados. Os pertencentes ao primeiro grupo são 
denominados taninos hidrolisáveis, que incluem galitaninos e os elagitaninos, 

















Figura 8 Estruturas químicas básicas dos taninos hidrolisáveis. Fonte: Santos e Mello (2010).  
 
O outro tipo de taninos é denominado de taninos condensados e são encontrados 
em maior quantidade e de maior importância em alimentos. Apresentam uma 
estrutura semelhante aos flavonóides, com coloração variando do vermelho ao 
marrom.  
 
Estudos mostram que vários taninos atuam como captadores de radicais livres, os 
quais interceptam o oxigênio ativo formando radical estável como, por exemplo, nas 
seguintes situações: o bloqueio da peroxidação de lipídeos, o bloqueio da 
lipooxigenase e a repressão da formação de radicais de ânion superóxido assim 
como dos radicais 1,1- difenil-2- picrilhidrazil (DPPH). Dessa forma, os taninos teriam 
uma possível importância na prevenção e tratamento de doenças causadas pela 
peroxidação de lipídeos (HASLAM, 1996; SANTOS; MELLO, 2010).  
 
Estudos mostraram que os taninos têm efeitos inibitórios sobre bactérias e fungos. 
Existem três hipóteses para o mecanismo de ação antimicrobiana. A primeira 
hipótese pressupõe a inibição das enzimas de bactérias e fungos e/ou a 
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complexação dos substratos dessas enzimas; a segunda seria a ação dos taninos 
sobre as membranas celulares dos microorganismos, modificando o seu 
metabolismo. Finalmente, a terceira hipótese menciona a complexação dos taninos 
com íons metálicos, diminuindo, assim, a disponibilidade destes elementos 
essenciais para o metabolismo dos microorganismos (CASTILLO et al., 2011; 
SANTOS; MELLO, 2010). 
 
Os complexos formados entre taninos e proteínas podem ser reversíveis e 
irreversíveis. Os reversíveis são estabelecidos via pontes de hidrogênio e interações 
hidrofóbicas, enquanto que os irreversíveis ocorrem em condições oxidativas via 
ligações covalentes. Os complexos reversíveis podem ser solúveis ou insolúveis, 
dependendo da proporção tanino/proteína, do pH e da força iônica do meio. Os 
irreversíveis entre taninos e proteínas ocorrem na planta quando seus tecidos são 
danificados, por auto-oxidação ou oxidação catalisada por enzimas (HAGERMAN, 
2011; HASLAM, 1996). Oxidações similares também acontecem in vitro quando os 
complexos reversíveis de tanino-proteína são expostos ao ar ou são mantidos em 
soluções de pH alto  (HASLAM, 1996). 
 
As catequinas (Figura 9) estão incluídas neste grupo metabólico, mas têm sua 
classificação, pela similitude estrutural, no grupo dos flavonoides, classe das 











Constituem uma grande variedade de substâncias vegetais, sendo que este termo é 
empregado para designar todas as substâncias cuja origem biossintética deriva de 
unidades do isopreno. A unidade isoprênicas, por sua vez, origina-se a partir do 
ácido mevalônico (Figura 10). Os compostos terpênicos mais frequentes nos óleos 
voláteis são os monoterpenos e os sesquiterpenos. Outros terpenoides, como os 
diterpenos, são encontrados apenas em óleos voláteis extraídos com solventes 
orgânicos. Na planta, possui funções ecológicas, especialmente como inibidores da 
germinação, na proteção contra predadores, na atração de polinizadores, na 
proteção contra perda d’água e aumento da temperatura (CAMPELLO, J. P.; 
MARSAIOLI, 1975; CASTILLO et al., 2011). 
 
Figura 10 Formação cabeça- cauda dos esqueletos carbonados dos compostos mono- e 
sesquiterpenóides, constituintes majoritários dos óleos essenciais.  Fonte: Simões e 
Spitzer (2010).  
 
Estudos fitoquímicos registraram a presença de alto teor de ácidos triterpênicos nas 
cascas e de mono e sesquiterpenos no óleo essencial de frutos e folhas de S. 
terebinthifolius (CORREIA et al., 2006; LIMA et al., 2006; LORENZI, 1992), sendo 
que a maior parte das amostras de óleo essencial analisadas revelaram a presença 
monoterpênica em frutos de, α-pineno, δ 3-careno, α-felandreno, p-cimeno e D-
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limoneno (BARBOSA et al., 2007). Todos de importância agroindustrial, pela sua 
potencial aplicação nas indústrias de alimentos, cosmética e farmacêutica (BIZZO; 
HOVELL; REZENDE, 2009), em especial o monoterpeno limoneno, considerado um 
produto bioativo natural, visto que ensaios comprovam sua eficácia como substância 
antioxidante com potencial quimioprofilático (ATOUI et al, 2005; MURTHY; 
JAYAPRAKASHA; PATIL, 2012; QUEIRES et al., 2006). 
 
Estudos demonstraram que, o cardanol em combinação com componentes do óleo 
essencial da aroeira, particularmente α-felandreno, β-felandreno e δ
3
-careno (Figura 
11), como prováveis agentes causadores de dermatites (DUARTE et al., 2006), 
enquanto PIRES e colaboradores (2004) relataram que os frutos de S. 
terebinthifolius, consumidos como condimento, possuem baixa toxicidade oral 
aguda. 
 
Figura 11 Componentes do óleo essencial de S. terebinthifolius: cardanol (1), α-felandreno (2), β- 
felandreno (3) e δ
3
-careno (4).  
 
 
2.3 OBTENÇÃO DE INSUMOS BIOATIVOS- TINTURA- MÃE (TM) e ÓLEOS 
 
Nos processos de extração da droga vegetal a partir de plantas medicinais, um 
procedimento preliminar, envolvendo metodologia analítica, representa um requisito 
importante no fluxo de padronização do desenvolvimento de fitoterápicos, 
principalmente em relação à segurança e reprodutibilidade.  
 
O desenvolvimento de um trabalho envolvendo a colheita, extração e análise de 
extratos vegetais exige um levantamento de metodologia adequado, de forma a 
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minimizar os possíveis problemas inerentes das pesquisas com matéria-prima in 
natura (FERREIRA, 2010; HEINRICH et al.,2004). 
 
O aproveitamento adequado dos princípios ativos de uma planta exige o preparo 
correto para cada parte a ser usada, grupo do princípio ativo a ser extraído ou 
doença a ser controlada (SHARAPIN et al., 2000). Existem formas específicas de 
preparo e uso mais adequados levando em consideração, a identidade botânica das 
plantas, a obtenção, a identificação, e a composição química de substâncias bioativas 
(princípios ativos), bem como a determinação da ação farmacológica e de 
propriedades tóxicas (ALONSO, 1998; SIMÕES et al., 2010). Apesar da crescente 
importância das plantas medicinais, relativamente poucos estudos foram realizados 
a fim de comprovar sua eficácia e segurança.   
 
Os cuidados com as amostras coletadas devem ser adotados desde o primeiro 
contato com a mesma. Logo após a retirada do vegetal, o processo de 
acondicionamento deve ser observado e padronizado. A definição do processo de 
extração dos princípios ativos do vegetal garante que as substâncias de interesse, 
ou seja, os compostos fenólicos sejam devidamente extraídos para uma posterior 
purificação, identificação e avaliação de propriedades (DEGASPARI, 2004). 
 
A seletividade dos compostos ativos almejados durante o processo de isolamento 
vai depender em grande parte, das operações de transformação da matéria vegetal, 
técnicas de extração e, sobretudo, dos parâmetros de solubilidade na relação soluto/ 
solvente (LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990; HEINRICH et al.,2004). 
Entre as técnicas extrativas priorizadas na busca de compostos ativos em plantas 
medicinais (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011a; ROCHA, 2000), destacam- se neste trabalho:  
 
 




É utilizada, sobretudo, para extrair sólidos com solventes voláteis, exigindo o 
aparelho de Soxhlet (Figura 12). Em cada ciclo da operação, o material vegetal entra 
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em contato com o solvente renovado; assim, o processamento possibilita uma 
extração altamente eficiente, empregando uma quantidade reduzida do solvente, em 
comparação com as quantidades necessárias nos outros processos extrativos, para 
obter os mesmos resultados quantitativos.  
 
2.3.1.2 Clevenger: arraste por vapor d’água 
É utilizado para a extração de óleos voláteis.  Os óleos voláteis possuem tensão de 
vapor mais elevada que a da água, sendo por isso, arrastados pelo vapor d água. O 
óleo volátil obtido, após separar-se da água deve ser seco com Na2SO4 anidro.  
Esse procedimento, embora clássico, pode levar à formação de artefatos em função 
da alta temperatura empregada. Preferencialmente, esse método é utilizado para 
extrair óleos de plantas frescas. A Farmacopeia Brasileira 5ªedição (2010) preconiza 





Figura 12 Aparelhos utilizados para extração de óleos (à quente): a) Soxhlet: compreende balão de 
fundo redondo (A), conectado ao extrator Soxhlet (B) e condensador de refluxo (C) e (b) 




Atualmente métodos como o CO2 supercrítico permite recuperar os aromas naturais 
de vários tipos e não somente óleos voláteis, de modo bastante eficiente e, 
atualmente, é o método de escolha para extração industrial de óleos voláteis. 
Nenhum traço de solvente permanece no produto obtido, tornando-se mais puro do 








A maceração é a operação na qual a extração da matéria-prima vegetal é realizada 
em recipiente fechado, como o percolador (Figura 13), em diversas temperaturas, 
durante um período prolongado (horas ou dias), sob agitação e sem renovação do 
líquido extrator. Na preparação de tinturas mãe (TM) ou tinturas oficinais (TO), os 
líquidos extratores são o etanol e as soluções hidroetanólicas. Líquidos muito 
voláteis são raramente utilizados, não se recomendando, por outro lado, o emprego 
de água ou de misturas hidroalcoólicas com concentrações inferiores a 20%, dadas 
as circunstâncias favoráveis à proliferação microbiana. Consiste em deixar o vegetal 
fresco, devidamente dividido, por pelo menos 15 dias, em contato com o volume 
total do líquido extrator apropriado descrito na respectiva monografia, em ambiente 
protegido da ação direta de luz e calor (FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011a). 




Figura 13 Extração por maceração: a) Coleta da TM, 15 dias após extração em recipiente fechado e    
                b) filtração da solução extraída antes da estocagem em vidro âmbar.  
 
Pela sua natureza, não conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja 
devido à saturação do líquido extrator ou ao estabelecimento de um equilíbrio 
difusional entre o meio extrator e o interior da célula. As drogas vegetais mais 
a b 
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indicadas para extração por maceração são aquelas ricas em substâncias ativas que 
não apresentam uma estrutura celular, como gomas, resinas e alginatos.  
 
Os principais fatores que influenciam a eficiência de maceração estão vinculados ao 
material vegetal, ao líquido ou mistura de líquidos extratores e às condições do 
sistema em conjunto: a) fatores vinculados ao material vegetal, como quantidade, 
natureza, teor de umidade, tamanho das partículas e capacidade de 
intumescimento; b) fatores vinculados ao líquido extrator, como seletividade e 
quantidade e c) fatores vinculados ao sistema, como proporção droga no líquido 
extrator, temperatura, agitação, pH e tempo de extração (FARMACOPEIA 
HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011a). 
 
Diversas variações da maceração podem ser realizadas com a intenção, 
essencialmente, de aumentar a efetividade da extração como é o caso da digestão 
(maceração a quente), maceração dinâmica (feita sob agitação constante), 
maceração escalonada e remaceração (LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 
1990; PRISTA; ALVES, 1990). Para TM, cujas monografias determinem o teor de 
marcador especificado, um ajuste de concentração deste marcador pode ser 
realizado por adição de etanol de mesmo teor que aquele utilizado para a 




É o processo extrativo que consiste na passagem de solvente através da droga 
previamente macerada, mantida em percolador sob velocidade controlada (BRASIL, 
2011). A percolação, ao contrário da maceração é um processo dinâmico, onde se 
faz o arrastamento do princípio ativo pela passagem contínua do líquido extrator, 
levando ao esgotamento da planta seca através do gotejamento lento do material em 
um recipiente cônico ou cilíndrico (percolador), de vidro ou de metal (Figura 14). 
Também permite obter soluções extrativas mais concentradas, gradiente de 
polaridade, economia do líquido extrator e tempo relativamente curto 
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011a), com indicação para processos extrativos de substâncias 
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farmacologicamente, muito ativas, presentes em pequena quantidade ou pouco 
solúveis (FERREIRA, 2010).  
 
Não é um processo indicado para drogas vegetais frescas e pouco recomendável 
para plantas com elevado teor de substâncias solúveis e as que aumentam a 
viscosidade durante o processo.  
 
O procedimento usual de percolação, tal como descrito em diversas farmacopeias, 
caracteriza a percolação simples e a percolação fracionada. Consiste em colocar a 
droga vegetal dessecada, finamente dividida e tamisada em recipiente adequado. 
Adicionar o líquido extrator em quantidade suficiente para umedecer o pó e deixar 
em contato por 4 horas. Transferir cuidadosamente para percolador de capacidade 
ideal, de forma a se evitar a formação de canais preferenciais para o escoamento do 
solvente. Colocar volume suficiente de líquido extrator para cobrir toda a droga e 
para a obtenção da quantidade almejada de tintura-mãe.  
 
 
   
                                             
Figura 14  Extração por percolação: a) coleta por gotejamento de TM (8gts/min) e b) repouso por 48hs 
para armazenamento adequado. Foto: Laboratório Almeida Prado (SP).  
 
 
Deixar em contato por 24 horas. Percolar à velocidade de oito gotas por minuto para 
cada 100 g da droga, repondo o solvente de forma a manter a droga imersa, até se 
obter o volume previsto de tintura-mãe. Deixar em repouso por 48 horas (Figura 14), 





2.3.2 Características dos solventes utilizados na extração 
 
Uma das formas mais aceitas de classificar as operações de extração é, segundo a 
sua eficiência, permitindo reconhecer dois tipos: de extração parcial (sem 
esgotamento do material vegetal) e a exaustiva (esgotamento da matéria prima). A 
qualidade da extração está diretamente relacionada com o tipo de solvente 
adequado e específico (Tabela 2) para uma ou mais substâncias ativas de interesse 
(LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990; PRISTA; ALVES, 1990).  
 
Apesar de uma ampla variedade de substâncias líquidas conhecidas, são poucas as 
utilizadas na extração de drogas vegetais (Tabela 1), sendo que esta limitação é 
devida a três aspectos principais: propriedades extrativas, adequação tecnológica e 
inocuidade fisiológica (SIMÕES et al., 2010).   
 
Tabela 1 Principais características dos solventes utilizados na extração de drogas vegetais.  
Solvente Exemplos de extração 
 éter de petróleo 
n- hexano   
Extração de substâncias altamente lipofílicas, lipídeos 
e óleos voláteis. Imiscíveis com água. 
clorofórmio 
diclorometano   
eter etílico 
 
Extração de substâncias lipofílicas, óleos fixos, ceras, 
agliconas, sapogeninas, alcalóides na forma de base 





Extração de agliconas, ceras, sapogeninas, iridóides e 
sesquiterpenos. Miscível com água, em todas as 




Extração de agliconas, ceras, sapogeninas, iridóides e 
sesquiterpenos. A acetona é miscível com água, em 
todas as proporções. A MEC, não. A MEC forma 
azeótropo com a água. A acetona, não. 
 acetato de etila Extração de agliconas, ceras, sapogeninas, iridóides e 
sesquiterpenos. Imiscível com água. Características 
similares à MEC. 
água acidificada e alcalinizada 
 
Extração de alcalóides e saponinas, respectivamente. 






2.4 CARACTERIZAÇÃO DE INSUMOS BIOATIVOS DE INTERESSE 
 
À produção de fitoterápicos, pressupõe-se que estudos de desenvolvimento tenham 
sido realizados anteriormente, no sentido de estabelecer os procedimentos e etapas 
de processamento (monitoramento de processo tecnológico). As matérias- primas 
ativas de origem vegetal, devido a sua complexidade de composição, requerem 
cuidados especiais, tanto no armazenamento quanto durante a sua transformação. 
Os métodos analíticos permitem a avaliação da qualidade do produto fitoterápico, 
garantindo, assim, a constância de ação terapêutica e a segurança de utilização. 
Visto de forma pragmática, os métodos analíticos cumprem funções diferenciadas 
(SONAGLIO et al., 2010).  
 
O estabelecimento de parâmetros quantitativos, para matérias-primas vegetais e, 
consequentemente, para suas formas extrativas, é normalmente determinado pelo 
teor de um conjunto de substâncias, preferencialmente correlacionadas com a 
finalidade de uso (BACCHI, 1996; SIMÕES et al., 2010). Para as plantas é 
estabelecido um teor mínimo, baseado em análises sistemáticas (FARMACOPEIA 
BRASILEIRA, 2010a).  
 
Nos ensaios quantitativos devem ser consideradas as características químicas e 
físico-químicas dos constituintes, evitando-se erros analíticos ou problemas de 
abrangência analítica ou limites de aceitabilidade (FARIAS, 2010; CARDOSO, 
2009), principalmente para espécies em estudo como a espécie S. terebinthifolius e 
para formas extrativas, como tinturas vegetais e tinturas-mães, mesmo que estas 
últimas tenham sua produção descrita em compêndios oficiais farmacopéicos. 
 
A caracterização pode ser realizada diretamente em extratos vegetais, por ensaios 
cromáticos, cromatográficos, espectroscópicos ou fotométricos, pois permitem a 
avaliação simultânea de vários constituintes ativos. Por exemplo, flavonóides 
encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos 
caules ou ramos, raízes ou frutos. O mesmo composto pode ocorrer em diferentes 
concentrações, dependendo do órgão vegetal em que se encontra.  
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O controle de qualidade e a padronização de fitoterápicos envolvem várias etapas 
(CALIXTO, 2000), iniciando com a análise da matéria prima, atentando-se 
principalmente para a identificação botânica (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 
No caso das tinturas, devem passar por vários ensaios dentre eles: identificação, 
características organolépticas, densidade, resíduo seco, determinação do teor 
alcoólico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b; FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011a) e doseamento de compostos marcadores (quando possível), 
para classes metabólicas de interesse, como flavonoides, taninos, saponinas, dentre 
outros (SHARAPIN et al., 2000). Todos estes ensaios são importantes para 
assegurar o padrão de qualidade, atendendo a uma especificação pré-estabelecida 
(ALVES, 2003; FARIAS, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 
FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011; PRISTA).  
 
Dentre os métodos analíticos aplicados a análises de plantas, a cromatografia em 
camada delgada (CCD) é um método muito empregado uma vez que fornece dados 
para a identificação de matérias-primas vegetais e produtos fitoterápicos derivados, 
dentre eles tinturas, extratos, óleos fixos e voláteis, entre outros (BACCHI, 1996; 
FARIAS, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA 
HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011). Esta metodologia é de fácil e rápida 
execução, tem custo acessível, boa reprodutibilidade e consta em diversas 
monografias das Farmacopeias (ROCHA, 2000; WAGNER; BLADT, 1996).   
 
Outro método, mais sensível, a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), 
permite a separação de misturas complexas de substâncias orgânicas de plantas 
medicinais e fitoterápicas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; SIMÕES et al., 
2010). Consiste em uma técnica versátil que possibilita a separação de classes 
metabólicas, com excelentes resultados. Embora possa separar uma ou mais 
classes, a técnica é mais utilizada na separação de substâncias de uma mesma 
classe estrutural e, através do tempo de retenção relativo, pode ser utilizada também 
na caracterização destes compostos (FARIAS, 2010).  
 
A identificação de óleos voláteis exige a adoção de métodos cromatográficos mais 
sensíveis e sofisticados (para análise qualitativa e quantitativa e identificação da 
presença destes grupos do metabolismo secundário), como a análise por 
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Cromatografia em fase gasosa (CG) e acoplada à espectrometria de massas 
(CG/MS) e até mesmo técnicas para elucidação estrutural como análise de óleos 
voláteis por ressonância magnética nuclear de carbono-13 (RMN 13C) (SIMÕES; 
SPITZER, 2010), quando for o caso. 
 
A identificação dos constituintes fitoquímicos que compõe a classe dos metabólitos 
secundários, presentes em insumos ativos vegetais e sua elucidação estrutural é um 
passo importante para o estudo das atividades biológicas atribuídas a esta classe, 
como atividades antifúngica e antioxidante.  
 
 
2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  
 
Em todos os sistemas biológicos, exceto em microrganismos anaeróbicos, desde os 
mais simples como os procariontes, até os mais especializados como os mamíferos 
e plantas, as espécies reativas de oxigênio (ERO), são produzidas nas mitocôndrias 
como um subproduto do metabolismo normal, durante a produção de energia 
(VASCONCELOS et al., 2007; VICENTINO; MENEZES, 2007). A produção de 
espécies reativas de oxigênio (ERO), de nitrogênio (ERN), entre outras espécies 
reativas, é parte integrante do metabolismo humano e é observada em diversas 
condições fisiológicas. Os exemplos de ERO mais comuns são os radicais 
superóxido (O2•-), hidroxila (OH•), peroxila (RO2•), alkoxila (RO•) e hidroperoxila 
(HO2). O óxido nítrico (NO•) e o dióxido de nitrogênio (NO2) são espécies reativas de 
nitrogênio (SOUSA et al., 2007). Outras moléculas como o peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e o peroxinitrato (ONOO-) não são radicais livres, mas podem conduzir à 
formação deles através de reações químicas (VICENTINO; MENEZES, 2007).  
 
De forma geral, denominam-se antioxidantes as substâncias que, presentes em 
concentrações baixas, comparadas ao substrato oxidável, retardam 
significativamente ou inibem a oxidação do substrato (ATOUI et al, 2005). Os 
radicais formados a partir de antioxidantes não são reativos para propagar a reação 
em cadeia, sendo neutralizados por reação com outro radical, formando produtos 
estáveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (HASLAM, 1996; SOUSA et 




2.5.1 Antioxidantes sintéticos  
 
Em função dos possíveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes 
sintéticos, as pesquisas têm-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais 
para o emprego em produtos alimentícios ou para uso farmacêutico, com o intuito de 
substituir antioxidantes sintéticos, entre eles, o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e butil-hidroxi-quinonas (TBHQ), que atuam na inibição da 
oxidação lipídica como sequestradores de radicais livres (HASLAM, 1996; SOUSA et 
al., 2007).  
 
Estudos têm demonstrado a possibilidade de, estes antioxidantes apresentarem 
efeitos tóxicos (SOUSA et al., 2007; ATOUI et al, 2005), motivo pelo qual estão 
sendo restringidos devido ao seu potencial de carcinogênese, bem como pela 
comprovação de diversos outros males, como o efeito hepatotóxico (DURÁN; 
PADILLA, 1993; DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; dos SANTOS, 2004).  
 
 
2.5.2 Antioxidantes naturais 
 
A determinação da atividade antioxidante de produtos naturais teve início com 
estudos em especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde os primórdios 
da história, não somente para melhorar ou ressaltar as características sensoriais dos 
alimentos, mas também, para preservá-los (DEGÁSPARI, 2004).  
 
Espécies botânicas apresentam propriedades antioxidantes associadas a 
propriedades antimicrobianas, como o que ocorre especificamente na espécie, 
Allium sativum, que possui compostos químicos decorrentes do metabolismo 
secundário, derivados de aminoácidos (sintetizados após hidrólise), destacando-se a 
alicina que possui uma atividade antimicrobiana potente e juntamente com os outros 
componentes químicos do alho, têm ação como antirradicais livres onde os 
compostos sulfurados aliados aos bioflavonóides incrementam sua ação antifúngica 
e antibacteriana (SIMÕES et al., 2010; DEWICK, 2002; ROSS, 2001).  
 
Os compostos fenólicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como 
fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados de ácidos benzóico e cinâmico), 
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cumarinas, flavonóides, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e ligninas 
(SOUSA et al., 2007; SIMÕES et al., 2010) e por sua ocorrência natural, têm 
recebido muita atenção nos últimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidação 
lipídica e a lipooxigenase in vitro (MENSOR et al., 2001; HASLAM, 1996; SOUSA et 
al., 2006).  
 
 A atividade antioxidante de compostos fenólicos deve-se principalmente às suas 
propriedades redutoras e estrutura química (capacidade de deslocar életrons, 
conferindo a estes compostos propriedades oxidáveis). Estas características 
desempenham um papel importante na neutralização ou seqüestro de radicais livres 
e quelação de metais de transição, agindo tanto na etapa de iniciação como na 
propagação do processo oxidativo. Os intermediários formados pela ação de 
antioxidantes fenólicos são relativamente estáveis, devido à ressonância do anel 
aromático presente na estrutura destas substâncias (DESZCZ; KOZUBEK, 2000; 
VICENTINO; MENEZES, 2007). 
 
Ceruks e colaboradores (2007) registraram, em experimento com folhas de S. 
terebinthifolius, cinco compostos fenólicos: galato de etila, quercitrina, galato de 
metila e miricetina; supostamente responsáveis pela potente atividade antioxidante e 
antimicrobiana, desta espécie. Degáspari e colaboradores (2004), ao analisar a 
atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos aquosos e alcóolicos, a partir de 
frutos da espécie, associando aos resultados obtidos para a quantificação de 
compostos fenólicos, constataram que o poder antioxidante de ambos os extratos 
foram significativos, quando comparados ao poder antioxidante, dos conhecidos e 
comumente empregados, BHA (butil-hidroxi-anisol) e BHT (butil-hidroxi-tolueno), 
visto que se trata de extratos vegetais, cujo poder antioxidante é, em geral, mais 
fraco que os antioxidantes artificiais.  
 
Ensaios, para avaliação de atividade sequestradora de radical livre e atividade 
antioxidante da família Anacardiaceae e da espécie S. terebenthifolius, estão 
descritos na literatura (CAIEIRO; DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; dos SANTOS, 
2004; MARCUCCI, 2010; VICENTINO; SOUSA et al., 2007; MENEZES, 2007), 
principalmente o ensaio espectrofotométrico do radical, DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil). É um teste amplamente empregado, pois o DPPH é um radical livre estável, 
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não natural, cujas propriedades diferem dos radicais de oxigênio altamente reativos 
como os radicais hidroxil, alcoxil, superóxido, etc., que apresentam um importante 
papel nos processos oxidativos biológicos (DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; dos 
SANTOS, 2004, MAKSIMOVI´C, 2008; SOUSA et al., 2007). Inclusive métodos 
seletivos para as classes metabólicas de interesse, como, métodos de captura do 
radical peroxila, ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacit), TOSC (Total 
Oxyradical Scavenging Capacity) e TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant 
Parameter), de poder de redução do metal, FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant 
Power), de captura do radical hidroxila (método de desoxirribose), de captura do 
radical orgânico, ABTS (2,2’- azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfônico) e DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil), de quantificação de produtos formados durante a 
peroxidação de lipídios, TBARS (Thiobarbituric acid reactive substance), Oxidação 
do LDL, Co-oxidação do β- caroteno) (SÁNCHEZ et al., 1998), dentre outros.  
 
Várias séries de compostos químicos tem apresentado estreita correlação entre as 
atividades sequestradora de DPPH e antioxidante determinada em modelos 
biológicos e outros não biológicos.  
 
 
2.6  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 
   
2.6.1 Extratos vegetais com atividade antimicrobiana  
 
Plantas, cujos produtos extrativos apresentem substâncias bioativas com ação 
biológica contra fitopatógenos (SALES, 2009; STANGARLIN; SCHWAN-ESTRADA, 
2008), estão sendo avaliadas para o controle de doenças de plantas. Trabalhos 
desenvolvidos com diversidade de plantas medicinais têm indicado o potencial, em 
experimentos in vitro e in vivo, no controle de patógenos. As diferentes formas 
extrativas vegetais, tais como tinturas-mãe, extratos aquosos ou hidroetanólicos, 
resinas e outras formas extrativas, mostraram capacidade de inibição do 
desenvolvimento fúngico, principalmente pela presença de constituintes químicos 




Os principais grupos fitoquímicos com propriedades antimicrobianas extraídos de 
plantas incluem: terpenóides e óleos essenciais, alcalóides, lectinas e polipeptídios, 
e polifenóis, que são: fenóis simples, ácidos fenólicos, quinonas, flavonas, flavonóis 
e flavonóides, taninos e cumarinas (CERUKS et al., 2007). Os autores registraram, 
em estudo fitoquímico do extrato etanólico das folhas de S. terebinthifolius, o 
isolamento de cinco compostos fenólicos: galato de etila, quercitrina, galato de 
metila e miricetina; supostamente responsáveis pela potente atividade antioxidante e 
antimicrobiana desta espécie.  
 
A bibliografia etnobotânica sobre plantas utilizadas para infecções fúngicas na 
medicina popular destaca o uso de S. terebentifolius dentre 409 espécies de plantas 
(FENNER et al., 2006). Diversos trabalhos já confirmaram a atividade antimicrobiana 
de extratos como, na análise dos extratos, alcoólico e aquoso, do fruto da aroeira, no 
que diz respeito às suas propriedades antimicrobianas para uso em produtos 
alimentícios com relação aos compostos fenólicos, foi demonstrado que o extrato 
alcóolico possui quantidade significativa de: flavona apigenina, além de ácido elágico 
com ação antimicrobiana, para as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e 
do Bacillus cereus (ATCC 11778). O extrato aquoso apresentou uma pequena 
quantidade da flavanona naringina, que não apresentou efeito inibitório aos 
microrganismos testados (DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005). 
 
Os extratos de plantas apresentam especial potencial do tratamento de doenças de 
frutos (SILVA et al., 2006). Alguns metabólitos isolados ou frações de extratos 
também têm exibido atividade antifúngica in vitro e in vivo, como foi demonstrado 
por Garcia et cols. (2008), onde, dentre monoterpenos testados, o citral apresentou 
uma potente atividade fungicida para 3 fungos fitopatogênicos, Colletotrichum 
musae, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium guttiforme, causadores de 
doenças e perdas em pós-colheita de frutas). 
 
Triagem, in vitro, pelo teste de difusão em ágar, com formas extrativas etanólicas de 
Flourensia spp. (Flourensia microphylla, Flourensia cernua, e Flourensia retinophylla) 
demonstrou que os três extratos apresentaram eficiência para Alternaria sp., 
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Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, na concentração de 10µL.mL-1. Uma total 
inibição foi apresentada numa concentração maior de F. cernua, e F. retinophylla 
para R. solani (RODRÍGUEZ et al., 2007).  
 
Tonial (2010) realizou estudo por CCD, com extrato bruto da espécie S. 
terebinthifolius e identificou, além de compostos fenólicos (principalmente 
flavonoides), e de terpenoides, a presença de antraquinonas, gerando uma nova 
hipótese de que as substâncias antimicrobianas associadas à aroeira possam estar 
vinculadas a este grupo de compostos. Outro estudo identificou as antraquinonas, 
além de fenóis e triterpenos, no extrato com atividade antimicrobiana da casca desta 
espécie, porém não foram observadas no extrato das folhas (LIMA et al., 2006). Ao 
contrário dos compostos fenólicos, ainda há poucos estudos a respeito das 
antraquinonas presentes em S. terebinthifolius. As quinonas, que incluem as 
antraquinonas, são compostos orgânicos que podem ser considerados como 
produtos da oxidação de fenóis, e da mesma forma a redução de quinonas pode 
originar os correspondentes fenóis, o que leva a crer que ambas as classes podem 
ser importantes no desenvolvimento desta atividade antimicrobiana, tanto como 
precursoras como detentoras da atividade (FALKENBERG, 2010). 
 
Um fato importante a ser considerado é a presença de fungos endofíticos em folhas 
(TONIAL, 2010) e sementes (STRAPASSON; SANTOS; MEDEIROS, 2002) da 
aroeira vermelha. No primeiro estudo, Tonial (2010), avaliou a atividade 
antimicrobiana e a composição química do extrato metanólico (e suas frações) e de 
fungos filamentosos e actinomicetos endofíticos das mesmas folhas da espécie S. 
terebinthifolius e sugere que, enquanto os metabólitos ativos da planta estejam 
relacionados com compostos fenólicos e/ou antraquinonas, a atividade 
antimicrobiana dos endófitos testados parece estar vinculada à produção de 
alcalóides, presente em todos os extratos ativos dos microrganismos. Dois extratos 
com atividade produzidos por endófitos também apresentaram antraquinonas e um 
terpenóides. Nas condições testadas não foi encontrada relação entre os compostos 
com atividade antimicrobiana extraídos das folhas de S. terebenthifolius com os 





No estudo realizado por Strapasson e colaboradores (2002), o fungo fitopatogênico, 
mais frequentemente encontrado nas amostras, foi o Fusarium sp., com uma 
frequência de 66%,  demonstrando que  a contaminação destas sementes por 
fungos fitopatogênicos e saprófitas, normalmente é decorrente de procedimentos 
inadequados nas fases de coleta, beneficiamento e armazenamento.  
 
Normalmente as pesquisas se voltam para doenças de plantas que causam 
impactos econômicos na agricultura. Como na fruticultura, onde se destaca a cultura 
do abacaxi (Ananas comosus (L. Merril) var. comosus (Coopens & Leal) que, apesar 
de sua importância, a produtividade desta cultura no Brasil ainda é considerada 
baixa, principalmente pela fusariose, doença causada pelo fungo Fusarium 
guttiforme Nirenberg & O’Donnell (syn.: Fusarium subglutinans f. sp. ananas, 
Ventura, Zambolim & Gilb). Esta doença em fase de produção e pós colheita, como 
a podridão negra, causada pelo fungo, Chalara paradoxa, são responsáveis por 
prejuízos elevados, tanto em frutos para consumo in natura, quanto naqueles 
destinados à indústria de processamento (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).   
 
 
2.6.2 Triagem in vitro de insumos bioativos, com atividade antifúngica 
 
2.6.2.1 Métodos de avaliação da atividade antifúngica 
 
Atualmente existem vários métodos para avaliar a atividade antibacteriana e 
antifúngica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem o método de difusão 
em ágar, método de macro e micro diluição (OSTROSKY et al., 2008). A eficácia do 
método pode ser atribuída a vários fatores. Dentre eles, podemos citar a técnica 
aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época 
da coleta, a extração da planta (se foi utilizada planta fresca ou seca) e a quantidade 
do extrato testada (OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003). Assim, não 
existe método padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos 





- Métodos de difusão em ágar 
 
A técnica de difusão em meio de cultura, utilizada na triagem da avaliação do 
potencial fungicida de sustâncias bioativas vegetais é considerada, por vários 
autores, uma técnica simples de realização e eficiente (ALVES et al., 2000; AYRES 
et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003; VALGAS et al., 
2007), para diversos produtos da extração oficinal de espécies vegetais. A sua 
aplicação se limita a microrganismos de crescimento rápido, sendo eles anaeróbios 
ou aeróbios facultativos.  
 
A avaliação é comparativa frente a um padrão biológico de referência e a zona ou 
halo de inibição de crescimento é medida partindo da circunferência do disco ou 
poço, até a margem onde há crescimento do microrganismo. No método há 
necessidade do controle positivo, empregando-se um quimioterápico padrão, e 
como controle negativo, o solvente utilizado para a dissolução ou extração dos 
extratos (AYRES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003). 
 
As técnicas de aplicação de substância antimicrobiana, pelo método de difusão, são 
por meio de difusão em disco, cilindros de aço inoxidável ou vidro e perfuração em 
ágar (PINTO; KANEKO, 2003). A técnica de cilindros de aço consiste na aplicação 
de cilindros (contendo a solução do extrato vegetal em estudo) no meio de cultura já 
solidificado e inoculado. Para a técnica de perfuração em ágar, a remoção do meio 
de cultura sólido, é realizada com auxílio de cilindros (ou outro artifício) que com 5-
8mm de diâmetro para a formação de poços, nos quais é possível a aplicação das 
substâncias a serem analisadas (OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003; 
SALES, 2009). 
O método de difusão em meio de cultura sólido a partir de orifício/ poço (ALVES et 
al., 2000; AYRES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; VALGAS et al., 2003) e o de  
inibição do crescimento micelial, possibilita grande sensibilidade na determinação da 
atividade antimicrobiana de produtos naturais  (STANGARLIN; SCHWAN-ESTRADA, 





- Métodos de diluição em meio de cultura líquido  
 
O método da diluição em meio de cultura líquido considera a relação entre a 
proporção de crescimento do microrganismo desafiado no meio líquido e a 
concentração da substância ensaiada. A avaliação é comparada frente a um padrão 
biológico de referência. Entende-se por proporção da densidade da turbidez 
provocada pelo crescimento microbiano. O método fornece resultados quantitativos 
e não é influenciado pela velocidade de crescimento dos microrganismos. Sua 
desvantagem é a dificuldade de detecção de contaminação por microorganismos no 
meio.  Podem ser empregadas a macrodiluição (laboriosa e requer mais tempo) ou a 























3.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a atividade biológica e caracterizar os insumos bioativos da espécie Schinus 
terebinthifolius (aroeira vermelha), com potencial econômico para o desenvolvimento 
tecnológico de bioprodutos. 
 
 




• Padronizar um método de extração de folhas e frutos de diferentes genótipos de 
S. terebinthifolius na preparação de tinturas-mãe (TM), como insumos bioativos 
vegetais;  
 
• Analisar as caracteristicas físicas e fisico-químicas de TM de genótipos de S. 
terebinthifolius, para a garantia da qualidade do insumo bioativo desenvolvido;  
 
• Determinar o perfil cromatográfico da TM e do Extrato bruto (Eb), a partir de 
folhas e frutos, de S. terebinthifolius, utilizando técnicas de Cromatografia em 




• Obter óleos essenciais a partir de frutos e folhas de diferentes genótipos de S. 
terebinthifolius, através da técnica de hidrodestilação; 
 
• Identificar por Cromatografia de fase gasosa (CG) e Cromatografia de fase 
gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (CG/EM), os principais 









• Avaliar a atividade antioxidante de TM de folhas e frutos de genótipos da espécie 






• Avaliar, in vitro, a atividade antifúngica de TM de folhas e frutos de genótipos da 























4 CAPÍTULO 1  
 
CARACTERIZAÇÃO FISICO-QUÍMICA E FITOQUÍMICA DE INSUMOS 
BIOATIVOS FITOTERÁPICOS DA AROEIRA (Schinus terebinthifolius Raddi). 
 
 
4.1 MATERIAL E MÉTODOS  
 
Os procedimentos de obtenção de insumos bioativos foram realizados no 
Laboratório de Tecnologia Farmacêutica da Emescam, em Vitória- ES e para 
identificação de seus constituintes químicos, no Laboratório de Biotecnologia 
Aplicada ao Agronegócio (Núcleo de Biotecnologia) da Universidade Federal do 
Espírito Santo – UFES e Laboratório de Fitoquímica de Plantas Medicinais do 
Núcleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio 
de Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro- RJ, Brasil. 
 
 
4.1.1 Material vegetal 
 
Folhas e frutos frescos, de três genótipos, macho (M), fêmea (F) e hermafrodita (H), 
da espécie Schinus terebinthifolius, foram coletadas em fevereiro e maio de 2012, 
respectivamente, pelos técnicos do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência 
Técnica e Extensão Rural (Incaper), no município de Pedro Canário- ES, Brasil 
(latitude: -18° 01’ 49”; longitude: - 40° 09’ 02”) – ES, Brasil. Todas as plantas foram 
georreferenciadas por GPS (Global Positioning System).  
 
A identificação da espécie botânica foi realizada pelo Prof. Marcelo Simonelli Filho 
(IFES- Vitória, ES) e um exemplar desta espécie (exsicata) encontra- se depositado 
no herbário do Museu de Biologia Mello Leitão, localizado no município de Santa 
Tereza- ES, Brasil (catalogado e registrado sob o nº 41895). 
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4.1.1.1 Tratamento prévio do material vegetal∗. 
 
Após reservar material vegetal para cálculo do Resíduo sólido (R. sol.), folhas e 
frutos frescos, foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sódio (1%) e em 
seguida lavadas com água destilada esterilizada. Em seguida, a droga vegetal 
fresca passou por processo de tratamento prévio* à maceração, incluindo a 
utilização de um adjuvante técnico natural novo (AD1) no processo de extração, 
visando formação de uma biomassa vegetal estável.    
 
 
4.1.1.2 Determinação do resíduo sólido (R. sol.) do vegetal fresco. 
 
Folhas (10g) e frutos (10g) frescos (sem assepsia do material), foram fracionados 
em fragmentos reduzidos e colocados em estufa à T 100°C- 105°C, até peso 
constante. Foi realizado cálculo do teor de resíduo sólido (%R. sol./ vegetal “fresco”), 
onde a relação R. sol/volume final da TM, é de 1:10 (p/v). Os resultados foram 
expressos pela média de três determinações (FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011b).  
 
 
4.1.1.3 Determinação do teor líquido extrator (EtOH) 
 
Como a espécie S. terebinthifolius, não possui monografia de referência, o teor 
alcoólico do líquido extrator (EtOH), foi estipulado pela determinação do resíduo 
sólido (FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011): a) EtOH 90% (p/p) 
para R.sol. ≤ 29% (para plantas com alto teor de água); b) EtOH 80% (p/p) para 
R.sol.: 30% - 39% (plantas com médio teor de água); c) EtOH 70% (p/p) para R.sol. 
igual ≥ 40% (plantas com baixo teor de água). O volume de EtOH foi equivalente ao 
volume final de tintura-mãe a ser obtido subtraído do volume de água contido no 
vegetal fresco. 
 
                                                            
∗
 Foi omitido o detalhamento de algumas informações deste trabalho com vistas à proteção 
intelectual, respaldada pela Lei de Inovação N° 10. 973, de 2 de Dezembro de 2004, regulamentada 




4.1.3.1 Preparação de Tintura-mãe (TM) e obtenção de insumos bioativos  
 
Amostras de Tintura-mãe (TM) da espécie S. terebinthifolius foram preparadas a 
partir do material vegetal estabilizado pelo processo de tratamento prévio, de acordo 
com a técnica de maceração (FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 
2011a), modificada pela autora. A biomassa foi deixada em maceração, com 85% 
(p/v) do volume total de EtOH por 20 dias, em temperatura ambiente, com agitação 
diária. O resíduo foi prensado e filtrado, e à biomassa formada foi adicionado q.s. de 
EtOH numa mistura homogênea, até volume desejado. O produto ficou em repouso 
por 48hs e a TM obtida foi conservada em recipiente de vidro âmbar, bem fechado, 
protegido do calor e da luz direta. As Tinturas-mãe (TM’s) de cada genótipo, foram 
identificadas a partir de folhas da planta hermafrodita (TMArFH), fêmea (TMArFF), e 
macho (TMArFM) e de frutos, da planta hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras 
da planta fêmea (TMArFrF1 e TMArFrF2). 
 
4.1.2.1.1 Preparação da Solução Teste de Tintura Mãe (STTM)  
Uma alíquota de 10mL, de cada TM,  foi  levada ao Banho Maria (95° a 105°C),  
para evaporação do EtOH, por 40 a 60 min.  Após evaporação do solvente, o 
resíduo foi reconstituído em 2.0 mL de EtOH (STTM) e aplicado em placas 
cromatográficas com auxilio de micropipetas ou capilares, nos quais foram 
dispensados 5µL e múltiplos deste volume. Cada STTM foi acondicionada em vidro 
âmbar de 5.0mL de capacidade, devidamente identificados e mantidos ao abrigo de 
luz e calor.  
 
4.1.2.2 Preparação de Extrato bruto e obtenção de insumos bioativos 
Frutos e folhas frescas da espécie S. terebinthifolius, no município de Pedro 
Canário, ES, foram triturados e submetidos à extração a frio (maceração) durante 15 
dias com etanol como solvente extrator. Em seguida, a solução etanólica obtida da 
maceração foi concentrada em evaporador rotatório, obtendo-se o extrato bruto a 
partir do fruto da planta fêmea (EArFr) e da folha de plantas fêmea e macho (EArF). 
O procedimento foi realizado no Núcleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN)/ 
UFRJ, Rio de Janeiro, RJ. 
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4.1.4 Determinações físicas e físico-químicas da TM 
 
Análises físico-químicas, das TM a partir de folhas (TMArFH, TMArFF e TMArFM) e 
de frutos (TMArFrH, TMArFrF1 e TMArFrF2) de S. terebinthifolius, foram realizadas 
para determinação de cor e aspecto, resíduo seco, título etanólico da TM, pH e 
densidade (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010 ; FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011; BACCHI, 1996). Todos os experimentos foram realizados com 
três repetições, em temperatura adequada (20 °C ± 2  °C). 
 
4.1.4.1 Avaliação qualitativa da Cor e aspecto da Tintura-mãe 
Foram colocados 10 mL de cada amostra de TM, em tubos de ensaio de vidro 
transparente e fundo chato. Os tubos foram observados transversalmente contra 
fundo branco, sob luz difusa, nas mesmas condições. A TM analisada deve 
apresentar aspecto límpido e homogêneo, sem presença de resíduos sólidos ou 
partículas estranhas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; BACCHI, 1996). 
  
4.1.4.2 Determinação do Resíduo Seco (R.S.) 
Foi introduzida em cadinho de porcelana, previamente tarado, quantidade conhecida 
de cada amostra de TM. Após evaporação em banho-maria até secura, foram 
levadas à estufa (temperatura: 100 °C a 105 °C), por 2 horas. Cada tomada de peso 
foi antecedida de resfriamento em dessecador contendo agente dessecante (sílica 
gel), por 20 minutos. O resíduo foi colocado em estufa por mais uma hora até peso 
constante (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011b; BACCHI, 1996).  
 
Os resultados foram expressos em porcentagem de resíduo seco (%p/p), pela média 
de três determinações. Como se trata de resíduo higroscópico, se torna necessário 
tampar o cadinho para efetuar a transferência da estufa para o dessecador e deste 






4.1.4.3 Determinação do título etanólico da Tintura-mãe  
Foram colocados 500mL de cada amostra de TM, em uma proveta (previamente 
esterilizada), registrando-se a temperatura. Mergulhou-se no líquido o alcoômetro de 
Gay- Lussac (previamente aclimatado), imprimindo uma rotação de 360°, sentido 
anti-horário no alcoômetro. Após, o número da graduação do alcoômetro lido 
corresponde ao afloramento (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA 
HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011b; BACCHI, 1996). 
 
4.1.4.4 Determinação do pH 
A determinação do pH foi realizada com potenciômetro calibrado, adicionando uma 
porção de aproximadamente 10mL de cada amostra de TM, a um béquer (com o 
eletrodo imerso na solução) e leitura direto no aparelho (FARMACOPEIA 
BRASILEIRA, 2010; BACCHI, 1996). 
 
4.1.4.5 Determinação da Densidade  
 
A densidade foi determinada pela razão entre a massa de um mesmo volume de 
água destilada e cada TM, à mesma temperatura (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 
2010; BACCHI, 1996). A amostra foi transferida para um picnômetro limpo e seco, 
com capacidade para 25 mL, previamente calibrado. Foram realizadas as pesagens 
dos picnômetros vazios e preenchidos com TMs empregando balança de precisão 
de 0,0001 g, com temperatura ajustada para 20 °C. O  peso da amostra foi obtido 
através da diferença de massa do picnômetro cheio e vazio. O cálculo foi baseado 
na divisão da massa de TM pela massa de água, representado pela fórmula: 
    
 DTM (g/mL)= MPTM – MP  ......................................................................................................................... 
                   MPH2O– MP 
     
onde, 
DTM= Densidade da Tintura-mãe 
MPTM= Massa do Picnometro contendo TM  
MPH20= Massa do Picnometro contendo H2O 






4.1.4 Determinação do perfil cromatográfico 
 
4.1.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
O experimento foi realizado no sistema de Cromatografia em Camada Delgada 
(CCD), utilizando placas de alumínio de gel de sílica GF254 (Merck®) e placas de 
vidro, DC- Fertiglatten® ADMANT para CCD (Marcherey Nagel®), segundo métodos 
descritos em literatura (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; WAGNER, BLADT, 
1996; BRAZ et al., 2011; CARDOSO, 2009) e adaptado pela autora, para amostras 
reconstituídas de STTM, a partir de TM de Schinus terebinthifolius. Todos os 
cromatogramas foram desenvolvidos em câmara de exaustão. As fases móveis 
empregadas neste estudo foram selecionadas ou desenvolvidas de acordo com a 
STTM (Tabela 2).  
 
Tabela 2 Triagem fitoquímica das principais classes de metabólitos secundários, através de um                 
sistema de cromatografia para TM de folhas e frutos de S. terebinthifolius. 
 
 
Classe            Alíquotas (µL) 
Metabolitos 
STTM1 (TMArFH, TMArFF, TMArFM, TMArFrH, TMArFrF1  
TMArFrF2) 
Sistema cromatográfico (PDA)2 
    Sistema eluente (v/v)                               Agente cromogênico 
Ácido gálico 10.0/ 25.0 1. Tolueno: Acetato de etila: 
Metanol: Ácido Fórmico 
(75:25:10:6).  





10.0/ 25.0 2. Clorofórmio: Ácido Acético: 
Metanol: Água (60:32:12:8). 
 





10.0/ 25.0 3. Acetato de Etila: Tolueno (7:93) 
 
C. Vanilina sulfúrica + 105°C/ 




5.0 4. Acetato de Etila (100): Ácido 
Fórmico (11): Ácido Acético 
(11): Água (26). 
D. PN/PEG 40004 + UV 365nm5. 
Placa 2(7) 
  
  1  STTM (Solução Teste Tintura-Mãe): TMArFH= TM Aroeira Folha Hermafrodita;  TMArFF= Fêmea;  TMArFM = Macho;    
TMArFrH= TM Aroeira Fruto Hermafrodita, TMArFF1= TM Aroeira Fêmea( 1) e TMArFF2= TM Aroeira Fêmea (2). 
 
2
  Fonte: PDA: WAGNER; BLADT, 1996.    
 
3   Reagente: Fe2Cl3 a 1%  em metanol ( Braz et al., 2011) e em sol. aquosa (WAGNER; BLADT, 1996).   
  4  PN: Produto Natural: -2- aminoetil- difenil- borinato/ PEG: Polietilenoglicol  4000. 
  5  365nm:  Luz UV 365nm (câmara escura).  
 
 6  Placa 1: placas de vidro, DC- Fertiglatten® ADMANT para CCD (Marcherey Nagel®) ;  
 
 7  Placa 2: placas de alumínio de gel de sílica GF254 (Merck®). 
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Alíquotas, de 5µL, 10µL e 25µL, foram aplicadas em uma placa com micropipetas 
volumétricas e capilares, ao longo de uma linha virtual situada a 10 mm a partir da 
borda inferior da placa. As manchas foram aplicadas a 10 mm de intervalo. Durante 
a aplicação, foi tomado cuidado para secar as manchas sob fluxo de ar, de modo 
que elas não excedessem a 10 mm de diâmetro. A placa foi desenvolvida a uma 
distância de 80 mm, à temperatura ambiente em capela de exaustão. Após o 
desenvolvimento da cromatografia e a evaporação dos solventes, as manchas foram 
visualizadas, sequencialmente com luz visível e em câmara escura (Clinlab®), para 
UV de 254 e 365 nm, e em seguida pulverizada com reagentes cromogenicos 
específicos de acordo com os grupos químicos analisados. A posição final de cada 
mancha foi designada pelo Rf (Rf = distância atingida pela mancha a partir da 
origem/ distância percorrida pelo solvente desde a origem). 
 
 
4.1.4.2 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC) 
 
4.1.4.2.1  Identificação de constituintes químicos em insumos ativos: Tintura mãe  
(TM) da folha e fruto de genótipos de S. terebinthhifolius. 
 
Para a determinação cromatográfica de alta eficiência, de cada amostra dos 
insumos: tinturas-mãe (TM) das folhas (TMArFH) e frutos (TMArFrH)  da  planta 
hermafrodita da espécie S. terebinthhifolius,  empregou-se o método descrito em 
literatura pertinente (BACCHI, 1996; CIMPAN; GOCAN, 2003; RENGER, 2000), 
adaptado pela autora. A cromatografia de fase reversa foi realizada em CLAE/ 
Shimadzu Proeminence LC20 AT. A coluna utilizada foi a C18 (Phenomenex: 
Phenosphere (Next 5µ) com fase reversa de sílica (250 mm x 4,6 mm) e os 
solventes de eluição foram: a) água: ácido acético (90: 10) e b) acetonitrila 
(CIMPAN; GOCAN, 2003). As amostras, eluídas em EtOH (PA), foram injetadas e 
submetidas a um gradiente 0- 100% de água/ac. acético: acetonitrila (0- 10min: 
20%B, 10- 30min: 30%B, 30- 50min: 100%B), numa velocidade de fluxo de 
0,6mL/min por 50 min de corrida (Tabela 3), monitorada pelo detector (SPD 20A) 
espectrofotométrico (UV/Vis), com leitura em dois comprimentos de onda, 220nm e 
350nm, simultaneamente.  
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Tabela 3 Sistema de gradiente da fase móvel do cromatograma realizado para os insumos: a) 
TMArFH e TMArFrH e, b) EXTAr e EXTArF. 
 
Insumos T (min)1      
                   
    
Eluente (a) (%)             Eluente (b) (%)             
TMArFH e TMArFrH   0 – 10 80   20 
2VF: 0,6 mL/min. 10 – 30 70   30 
 30 – 50   0 100 
    
EArFr
 
  0 – 10 55   45 
2VF: 0,7 mL/min. 10 – 50 30   70 
 50 – 60   0  100 
    
EXTAr (6 amostras)    0 – 60 a 65. _ _ 
2VF: 0,7 mL/min. 
   
1 T: tempo de corrida; 2 VF: velocidade de fluxo; 3 TMArFH: TM Folha Aroeira Hermafrodita e TMArFrH: TM Fruto 




4.1.4.2.2  Identificação de constituintes químicos em insumos ativos: Extrato 
bruto (EXT) do fruto e folha de genótipos de S. terebinthhifolius. 
 
Para a determinação cromatográfica de alta eficiência, de cada amostra dos 
insumos: Extrato bruto das folhas (EArF) e uma amostra do fruto (EXT)  de 
genótipos da espécie S. terebinthifolius, a cromatografia de fase reversa foi realizada 
em CLAE Shimadzu CLASS- VP/ Detector espectrofotométrico (UV/Vis). A coluna 
utilizada foi a C18 (Next 5µ) com fase reversa de sílica (250 mm x 4,6 mm) e os 
solventes de eluição foram: i) para a amostra do Extrato bruto do fruto de genótipo 
(fêmea) da Aroeira, (EArFr): (a) água/ácido fórmico (0,05%) e (b) metanol. As 
amostras eluídas foram injetadas e submetidas a uma gradiente de 0- 100% de 
água/ácido fórmico (0,05%): metanol (0- 10min: 45%b, 10- 50min: 70%b, 50- 60min: 
100%b), numa velocidade de fluxo de 0,7mL/min por 60 min de corrida e ii) para as 
amostras de Extrato bruto a partir de folhas de genótipos (fêmea e macho) da 
Aroeira (EArF): (a) metanol e (b) água/ácido fórmico (0,05%). As 6 amostras eluídas 
foram injetadas e submetidas a uma gradiente de 0- 100% (em diferentes tempos), 
numa velocidade de fluxo de 0,7mL/min por 60 min de corrida (Tabela 3). Os 





4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.2.1 Obtenção de Insumos Bioativos: Tintura- Mãe (TM) a partir de folhas e 
frutos de genótipos de S. terebinthifolius. 
 
4.2.1.1 Tratamento prévio do material vegetal 
 
A utilização de material vegetal fresco foi indispensável para a detecção de 
componentes específicos, visto que seu emprego traz a vantagem de evitar a 
presença de substâncias provenientes do metabolismo de fenecimento vegetal 
(SIMÕES et al., 2010). Segundo Chechinel e Yunes (1998) a qualidade do material 
vegetal quanto à garantia da presença de seus constituintes químicos é decorrente 
dos métodos e dos reagentes químicos utilizados para sua obtenção e reflete de 
sobremaneira na atividade biológica das espécies vegetais. Uma extração ineficiente 
e sem o rigor dos métodos analíticos de monitoramento, acarreta em perda dos 
princípios ativos presentes em plantas medicinais (YUNES; CALIXTO, 2001).  
 
Antes de ser extraída pelo processo convencional de maceração, segundo métodos 
farmacopéicos, a droga vegetal fresca, selecionada a partir de folhas e frutos, de S. 
terebinthifolius, passou por um processo de tratamento prévio com utilização de um 
adjuvante natural novo (AD1)∗, logo após procedimentos de seleção e assepsia das 
partes coletadas, visando à padronização do processo de obtenção de tinturas-mãe 
(TM) vegetais. AD1 é um glicol alternativo, 100% natural, aprovado pelo Ecocert™ e 
certificado pela Natural Products Association (NPA). E Além disso, não é derivado 
do petróleo, apresentando elevada pureza.  
 
A seleção do adjuvante novo foi necessária, considerando, em primeiro lugar, as 
especificações adequadas para sua finalidade na extração da droga vegetal e o seu 
emprego na formulação exigiu critérios de qualidade, condicionados a sua função de 
                                                            
∗
 Foi omitido o detalhamento de algumas informações com vistas à proteção intelectual, respaldada 
pela Lei de Inovação N° 10.973, de 2 de Dezembro de  2004, regulamentada pelo Decreto 5.563, de 
11 de Outubro de 2005. 
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auxiliar no processo de estabilidade do produto final, TM a partir da folha e fruta da 
aroeira. Em segundo lugar, auxiliou na biodisponibilidade do insumo ativo 
fitoterápico, logo, similar a especificações de qualidade farmacopéicas, adicionado 
das características do ciclo de processamento (SONAGLIO et al., 2010; FARIAS, 
2010). Na literatura, existem relatos técnicos oficiais de preparação de extratos 
moles, que seriam a condensação dos extratos fluidos hidroetanólicos produzidos 
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PRISTA; ALVES, 1990; FARIAS, 2010), o que 
não caberia ao processo de tratamento prévio proposto. 
 
O procedimento estratégico de tratamento da droga vegetal fresca juntamente com a 
utilização do adjuvante, no processo de extração botânica, foi de vital importância na 
manutenção da estabilidade da droga vegetal, pois possibilitou a manutenção da 
integridade físico-química vegetal necessária para a realização da técnica de 
maceração por esgotamento, ou seja, extensão do tempo de maceração de três dias 
para 15 a 20 dias de extração a partir de vegetal fresco.  
 
A utilização do adjuvante adequado à extração exerceu influência na atividade 
biológica que pode estar relacionada com o aumento da solubilidade das porções 
fenólicas nas regiões lipídicas, nas quais é requerida proteção contra degradação 
biológica ou oxidação química (GENNARO, 1995). Bertoldi (2006) obteve resultados 
dez vezes maiores na atividade antioxidante de extratos a partir de frutos da aroeira, 
alterando o solvente de extração, de acetona para água, permitindo um 
enriquecimento da amostra com constituintes com maior atividade antioxidante, no 
caso do estudo, compostos fenólicos.  
 
 
4.2.1.2 Obtenção de Tintura-mãe (TM) de S. terebinthifolius  
 
 Foi realizado procedimento de extração da droga vegetal fresca, em suas partes: 
frutos (maduros) e folhas, frescos, adotando o procedimento de maceração 
otimizada, pela realização de tratamento prévio da droga vegetal fresca e pela 
determinação do resíduo sólido, teor do EtOH e volume final de cada amostra de 
TM. Do material vegetal da aroeira coletado em 2012, folhas e frutos foram 
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selecionados, dentro dos parâmetros de qualidade para processo de colheita e 
preparação do material para extração.  
 
Os valores obtidos e apresentados na tabela 4 estabelecem as determinações 
farmacopéicas contidas nas normas de extração de matéria prima vegetal e dos 
processos técnicos de obtenção de tinturas vegetais, principalmente para tinturas-
mães (BACCHI, 1996; FARIAS 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 
FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011a; HPSUS, 2000).  
 
Tabela 4 Determinação de Resíduo sólido (R. sol. (%), Teor EtOH (%) e Vol.TM (mL) final a partir de   
amostras de material vegetal (MV) de S. terebinthifolius (aroeira). 
 
Partes da planta 
 MV (g)         
Amostra1 
(g) 





Folhas (março 2012) 




32 ± 1.05 96 80 960 
ArFF 
350 
29 ± 0.58 101.5 90 1160 
ArFM 
280 
26 ± 2.52 72.8 90 728 




49 ± 0.52 44.1 70 441 
ArFrF1 
80 
42 ± 1.15 33.6 70 336 
ArFrF2 
100 
47 ± 1.08 47 70 470 
     
    
1 ArFH: Aroeira folha hermafrodita; ArFF: Aroeira folha fêmea; ArFM: Aroeira folha macho; ArFrH: Aroeira fruto hermafrodita;    
       ArFrF1: Aroeira fruto fêmea 1; ArFrF2: Aroeira fruto fêmea 2. 
     
2 R. sol.(%): resíduo sólido (%);  Média de 3 repetições e cálculo de DP: Desvio padrão.  
     
3 R. sol. total: resíduo sólido total do vegetal (g) 
     
4 Teor EtOH (%): título EtOH: determinado pelo teor  resíduo sólido. 
     
5 Vol. TM (mL): Volume final da TM (10 vezes o resíduo 
 
 
Das folhas da espécie S. terebinthifolius, coletadas em fevereiro de 2012, (peso total 
material vegetal: 930g), foram obtidos 960 mL de tintura mãe (TM) a partir de 300g 
da planta hermafrodita (TMArFH) (com concentração de 32 mg.mL-1), 1160 mL de 
TM a partir de 350g da planta fêmea (TMArFF) (com concentração de 29 mg.mL-1) e 
728 mL de TM a partir de 280g da planta macho (TMArFM) (com concentração de 26 
mg. mL-1).  
 
Dos frutos, coletados em maio de 2012, (peso total droga vegetal: 270g), foram 
obtidos 441 mL de tintura mãe (TM) a partir de 90g da planta hermafrodita 
(TMArFrH) (com concentração de 49 mg.mL-1), 336 mL de TM a partir de 80g da 
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planta fêmea 1 (TMArFrF1) (com concentração de 42 mg.mL-1) e 470 mL de TM a 
partir de 100g da planta fêmea 2 (TMArFF2) (com concentração de 47mg. mL-1). 
Uma parte (100 mL), de cada tintura preparada, foi utilizada para determinação do 
resíduo sólido (R. sol) e o restante foi reservado para utilização em bioensaios e 
preparação da solução este de Tintura-mãe (STTM), utilizada na técnica de CCD.      
 
As médias para resíduos sólidos (R. sol.), não foram significativas e estão dentro 
dos limites permitidos pela legislação (BACCHI, 1996; PRISTA; ALVES, 1990), o 
que possibilitou a determinação do teor EtOH (%) de cada amostra da TM analisada. 
Houve uma diferença nos resultados apresentados na determinação do teor do 
liquido extrativo (EtOH) para cada genótipo da espécie, determinada pela parte 
utilizada na preparação da TM. As folhas das plantas hermafroditas e fêmeas, que 
possuem médio e alto teor de água, respectivamente, demandaram um teor 
alcóolico para o liquido extrator (EtOH), entre 80 e 90%. Valor este, maior que o teor 
do EtOH (70%) utilizado na extração dos frutos que, como era de conhecimento, 
possuem um baixo teor de água.   
 
O emprego do metanol na fase de extração de drogas vegetais, embora seja 
considerado o melhor solvente para compostos fenólicos (SIMÕES et al., 2010) e 
para metabólitos com média e pouca polaridade (GENNARO, 1995), seria uma 
indicação, principalmente para a extração e identificação da aroeira. Entretanto, não 
foi utilizado devido à sua toxicidade (LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990; 
PRISTA; ALVES, 2003). Além do mais, caso fosse utilizado, o mesmo deveria ser 
totalmente removido depois da extração para que fosse empregado como veículo da 
TM, o que dificultaria ou inviabilizaria todo o processo (DEGÁSPARI, 2004; FARIAS, 
2010).  
 
A padronização da técnica de preparação da TM a partir de folhas e frutos da 
espécie, S. terebinthifolius, pelo tratamento prévio do material vegetal com o devido 
uso de adjuvante adequado para extração, apresentou aspectos peculiares e 
relevantes, evidenciados pelos resultados nas análises físico-químicas, além do 
desenvolvimento de novas metodologias para estabilização do produto final. 
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4.2.1.3 Preparação da solução teste de Tintura-mãe (STTM)  
 
A preparação da STTM, a partir de cada TM, foi executada de acordo com 
metodologia proposta pela autora. A reconstituição da TM condensada mostrou 
rapidez de execução e rendimento maior, por trabalhar com alíquotas pequenas (10 
ml) de tintura-mãe, quando comparado ao processo de condensação de extratos 
hidroetanólicos, por evaporador rotatório, normalmente utilizado em processos de 
obtenção de extratos vegetais.  
 
4.2.2 Realização de análises físico-químicas de TM 
 
Os resultados das análises físico-químicas das amostras das TM padronizadas a 
partir de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius Raddi, apresentaram valores 
médios e cálculo de desvio padrão (Tabela 5), para determinação de resíduo seco 
(1.41% ± 0.13), teor alcóolico (67% ± 0.78), pH (5.6 ± 0.78) e densidade (0.898g.mL-
1
 ± 0.98), das tinturas- mães (TM), dentro das especificações técnicas propostas 
pela literatura apropriada, quando disponível (BRASIL, 2004; FARMACOPEIA 
BRASILEIRA, 2010; GENNARO, 1995; HPSUS, 2002). 
 
Os valores médios (1,41% ± 0,13), da análise de resíduo seco, apresentados pelas 
amostras de TM da S. terebinthifolius (Tabela 5), revelaram que não há diferença 
significativa entre as amostras. Segundo procedimentos de análise e interpretação 
de resultados de metodologia analítica (BRASIL, 2010; LIEBERMAN; LACHMAN; 
SCHWAZTZ, 1990; PRISTA; ALVES, 1990), toda vez que na descrição de uma 
droga vegetal não for indicada a percentagem da perda por dessecação, é tolerado 
um máximo de cinco por cento (BRASIL, 2010; GENNARO, 1995; PRISTA; ALVES, 
1990). A determinação do resíduo seco é um parâmetro fundamental e preliminar 
quando se objetiva alcançar a eficácia de uma formulação fitoterápica (SHARAPIN 
et al., 2000; CARDOSO, 2009), pois este ensaio implica na quantificação das 
substâncias extraídas da planta através da eliminação do solvente extrator, sendo 
assim, esse percentual é um indicativo da concentração da tintura (BRASIL, 2010; 
PRISTA; ALVES, 1990). 
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Tabela 5 Resultados das análises físico-químicas de tinturas-mãe (TM) preparadas a partir de folhas 




Cor/ Aspecto R. s (%) ± dp2 T. EtOH ± dp3 pH ± dp4 Dens. ± dp5 
(g/mL) 
 
TMArFH Verde/Característico 0.82 ± 0.06 68 ± 0.50 5,01 ± 0.21 0.895 ± 0.58 
 
 TMArFF Verde/Característico 1.14 ± 0.21 69 ± 0.35 5,38 ± 0.32 0.889 ± 0.54 
 
TMArFM Verde/Característico 0.89 ± 0.20 70 ± 0.62 5,10 ± 0.51 0.894 ± 0.98 
 
TMArFrH Castanho avermelhado/ 
Característico 
1.57 ± 0.08 65 ± 0.87 5,88 ± 0.81 0.902 ± 1.18 
TMArFrF1 Castanho avermelhado/ 
Característico 
2.04 ± 0.16 65 ± 1.12 5,89 ± 0.88 0.902 ± 1.25 
TMArFrF2 Castanho avermelhado/ 
Característico 
1.99 ± 0.09 65 ± 1.14 6,01 ± 1.92 0.901 ± 1.32 
md ± dp6 - 1.41 ± 0.13 67 ± 0.78 5.6 ± 0.78 0.898 ± 0.98 
1 
 Formas extrativas: TMArFH: Tintura-mãe (TM) aroeira folha hermafrodita; TMArFF: TM aroeira folha fêmea; TMArFM: TM    
   aroeira folha macho; TMArFrH: TM aroeira fruto hermafrodita;TMArFrF1: TM  aroeira fruto fêmea 1;TMArFrF2: TM aroeira  
   fruto fêmea 2.  
2  R. s (%)/ dp: Média da determinação do Resíduo seco da TM; 
3  T. EtOH /dp(TM) (%) Final/ Dp: Média da determinação do teor alcóolico (final) da TM;   
4  pH/dp: média da determinação do potencial Hidrogeniônico da TM; 5  Dens.: Média da determinação da densidade da TM; 
   
6 




Os valores médios de pH e densidade, revelaram que não houve diferença 
significativa entre as amostras e o padrão permitido pela legislação. Para a 
determinação do pH das amostras de TM, primeiramente, para uma melhor 
reprodutibilidade da análise, o valor do pH da água destilada também foi verificado 
(5,32 ± 0,03), devido ao fato desta ser utilizada no procedimento para a obtenção da 
solução extrativa. O valor apresentado na realização do método (5,6 ± 0,78), dentro 
dos limites permitidos (BRASIL, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PRISTA; 
ALVES, 1990), foram compatíveis com o da água, não apresentando níveis de 
acidez. Em soluções aquosas, os ácidos dissociam-se parcialmente em íons, e essa 
acidez pode ser medida pela concentração dos hidrogênios na solução (COSTA, 
2001). A presença de água, além do limite permitido, leva a erros na determinação 
do teor do líquido extrator e permite a ocorrência de reações enzimáticas, como 
hidrólise, as quais promovem alterações e/ou degradação dos seus constituintes 
ativos e, consequentemente acarretando a deterioração da droga vegetal (PRISTA; 
ALVES, 1990; LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990). 
 
 A média dos resultados das análises desenvolvidas com TM, apresentou o valor 
médio de densidade de 0,898g.mL-1 ± 0.98, o qual se manteve dentro do limite 
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preconizado para tinturas, 0,87 e 0,98 g.mL-1 (BRASIL, 2010; PRISTA; ALVES, 
1990). Vale ressaltar que tal ensaio constitui-se numa exigência estabelecida pela 
Resolução da Diretoria Colegiada da ANVISA, RDC nº 14/2010 (BRASIL, 2010) e os 
resultados apresentados para as amostras, de TM da aroeira, analisadas 
sinalizaram para uma padronização no processo de extração da espécie, de acordo 
com a avaliação de características físico-químicas dos produtos tecnologicamente 
transformados. 
 
Os resultados apresentados nas análises físico-químicas indicaram qualidade no 
processo de extração do material vegetal, provavelmente garantida pela realização 
dos procedimentos executados antes da maceração, pelo tratamento prévio e adição 
de um novo adjuvante, no material vegetal, o que proporcionou resultados 
promissores na determinação do perfil cromatográfico das amostras analisadas.  
 
 
4.2.3 Determinação do perfil cromatográfico para S. terebinthifolius. 
 
4.2.3.1 Perfil por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de classes metabólicas 
presentes na TM.  
       
O sistema cromatográfico adotado na triagem de amostras das Soluções Teste de 
Tinturas-mãe (STTM) de folhas (TMArFH; TMArFF; TMArFM) e frutos (TMArFrH; 
TMArFrF1; TMArFrF2) de S. terebinthifolius,  permitiu a detecção de zonas 
cromatográficas de classes metabólicas majoritárias, identificadas, quando possível, 
com dados apresentados na literatura pertinente, principalmente pelas colorações 
das manchas apresentadas e respectivos valores de Rf (BRAZ et al., 2011; NUNES 
et al., 2009; WAGNER; BLADT, 1996).  
 
As classes metabólicas de interesse foram selecionadas mediante relatos da 
presença de grupos químicos ativos na espécie S. terebinthifolius e foram 
detectados neste trabalho, pela visualização de zonas cromatográficas típicas de 
compostos fenólicos, caracterizados por colorações que variaram do laranja-
esverdeado ao amarelo (NUNES et al., 2009; WAGNER et al., 1996), saponinas e 
terpenos, caracterizados pela coloração laranja- amarronzadas a arroxeadas, 
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respectivamente bem como presença de ácido gálico e catequina que foram, de 
princípio, diferenciados pelo índice de retenção (Rf), quando possível e aplicável 
(BRAZ et al., 2011; WAGNER et al., 1996).  
 
 As amostras de STTM, de cada parte (folha ou fruto) analisada, não apresentaram, 
entre os genótipos (hermafrodita, fêmea e macho), diferença significativa para o 
perfil cromatográfico proposto. Os resultados para CCD das amostras STTM de 
folhas (Tabelas 6 a 9) e frutos (Tabela 10) da espécie S. terebinthifolius, permitiram 
a visualização de zonas cromatográficas, com colorações típicas das classes 
metabólicas analisadas e referidas (quando comparadas aos seus respectivos 
padrões).  
 
O perfil cromatográfico, para detecção de ácido gálico nas amostras de STTM a 
partir das folhas (TMArFH, TMArFF e TMArFM), revelou  manchas relevantes em 
A1(Rf ~ 0,22),  A2 e B1 (Rf ~ 0,38 – 0,40) e B2 (Rf ~ 0,87), que nos permitiram 
sugerir a presença de ácido gálico ou derivados em A1 (10µL de STTM) e de 
catequinas na mancha em B2 (Tabela 6), com aplicação de 25µL da STTM.  
 
Tabela 6 Determinação do perfil cromatográfico por CCD, para ácido gálico/catequinas, de tinturas-




TMArF de S. terebinthifolius1 Literatura (padrão placa)2 
 
TMArFF TMArFH TMArFM 
Ácido Gálico 
 
      
       
SE: (1)  
AC: (A)  
Rf: 
 
A1 – 0.22 
A2 – 0.38 
 
B1 – 0.38  
B2 – 0.87 
 
Literatura2: Aroeira. 
BRAZ et al., 2011 
      1TMArF: Tintura-mãe de folhas aroeira.   2Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al.,  2011. 
 
 
Estes resultados apresentaram significativa semelhança com manchas detectadas 
por Braz e colaboradores (2011) utilizando o padrão de ácido gálico (Rf= 0,20) e de 
10µL 10µL 10µL 25µL 25µL 25µL 
B1 
B2 
















catequina (Rf= 0,81), na identificação de metabólitos presentes no extrato da casca 
da aroeira. Outros estudos confirmaram a presença de compostos ativos presentes 
nas folhas, como no fracionamento cromatográfico do extrato etanólico, que resultou 
no isolamento de constituintes químicos ativos como, galato de etila, galato de 
metila, miricetrina, quercitrina, miricetina (CERUKS et al., 2007) e na identificação de 
compostos fenólicos como, o ácido caféico, ácido cumárico, ácido elágico, ácido 
gálico e catequina (EL-MASSRY et al., 2009). 
 
Nos sistemas cromatográficos para saponinas das STTM para folhas e frutos, 
somente foram detectadas duas manchas representativas desta classe, no 
cromatograma das STTM a partir das folhas (Tabela 7).  
 
Tabela 7 Determinação do perfil cromatográfico por CCD, para saponinas, de tinturas-mãe (TM) 




TMArF de S. terebinthifolius1 Literatura (padrão placa)2 
 
TMArFF TMArFH TMArFM 
Saponinas 
      





C – Não houve corrida 
significativa. 
 
D1 – 0.12 
D2 – 0.50 
D3 – 0.82  
 
Literatura2: (PDA) 
WAGNER; BLADT, 1996 
      1TMArF: Tintura-mãe de folhas aroeira.   2Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al.,  2011. 
 
Uma zona cromatográfica de cor violácea tênue em D2 (Rf ~0,50), não se mostrou 
conclusiva para a presença de metabólitos, entretanto o resultado apresentado pela 
zona cromatográfica em D3, possivelmente poderia ser uma das manchas 
apresentadas como “zonas de saponinas” (sapogeninas), que segundo literatura 
para identificação de saponinas, de Wagner e Bladt (1996), são caracterizadas pela 
presença de manchas “amarelo-amarronzadas” (Rfs que variam de 0,20- 0,75), de 
acordo com o núcleo fundamental da aglicona, como saponinas esteroidais e 
saponinas triterpênicas. Pode ter ocorrido uma mescla nas manchas apresentadas 




E E F F 
10µL 25µL 
Sapogeninas 










para saponinas e terpenos, entretanto as saponinas apresentam Rf menor que os 
terpenos (COSTA, 2001). 
 
Triterpenos são facilmente encontrados na natureza, entretanto quando se utilizam 
as técnicas cromatográficas usuais, raramente consegue-se o isolamento destes 
triterpenos puros, sendo estes, portanto, obtidos quase sempre em misturas de difícil 
resolução. As zonas cromatográficas que mostraram- se compatíveis com os dados 
da literatura consultada (WAGNER; BLADT, 1996), para terpenos, foi a F4 (Rf ~ 
0,41) para folhas e F2 (Rf ~ 0,42) para frutos, foram detectadas com maior evidência 
para a amostra TMArH, representante da planta hermafrodita da espécie, 
apresentando coloração azul, ainda que tênue, sugerindo uma similitude com a zona 
cromatográfica apresentada pelo padrão Citral (coloração típica azul violeta) e Rf= 
0,42 (Tabela 8).  Entretanto estes dados não são critérios de exclusão para as 
outras amostras, pois o perfil cromatográfico para terpenos e óleos sofre uma série 
de interferências na extração, principalmente pela volatilização de constituintes.  
 
Tabela 8 Determinação do perfil cromatográfico por CCD, para terpenos, de tinturas-mãe (TM) 




TMArF de S. terebinthifolius1 Literatura (padrão placa)2 
 
TMArFF TMArFH TMArFM 
Terpenos 
     





E1 – 0.16 
E2 – 0.22 
F1 – 0.16 
F2 – 0.22 
F3 – 0.32 
F4 – 0.41 
F5 – 0.84 
Literatura2: (PDA) 
WAGNER; BLADT, 1996 
      1TMArF: Tintura-mãe de folhas aroeira.   2Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al.,  2011. 
 
Finalmente, resultados com forte evidencia para detecção de compostos fenólicos, 
tipo flavonóides nas amostras de STTM (TMArFH, TMArFF e TMArFM), a partir de 
folhas de S. terebinthifolius (Tabela 9), mostraram zonas cromatográficas nítidas 
com cinco Rfs de interesse. Para a mancha G1 (Rf ~0,12), não foram encontradas 
10µL 10µL 10µL 25µL 25µL 25µL 
F1 










E E E F F F 
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referências na literatura consultada. Em G2 (Rf ~0,47), foi detectada uma mancha de 
coloração fluorescente azul, atribuída a possível presença de derivados do ácido 
benzoico, em particular, do ácido clorogênico (Rf= 0,50), identificado na literatura 
consultada (WAGNER; BLADT, 1996; NUNES et al., 2009; DEGÁSPARI, 2004).  
 
Tabela 9 Determinação do perfil cromatográfico por CCD, para flavonóides, de tinturas-mãe (TM) 




TMArF de S. terebinthifolius1 Literatura (padrão placa)2 
 








G1 – 0,12 
G2 – 0,47  
G3 – 0,62 
G4 – 0,75 
G5 – 0,87 
G6 – 0,94 
 
Literatura2: 
 Wagner; Bladt, 1996 
1TMArF: Tintura-mãe de folhas aroeira.   2Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al.,  2011. 
 
Nunes e colaboradores (2009), em análise por CCD para tintura de calêndula, 
identificaram, para o mesmo sistema adotado neste trabalho (acetato de etila: ácido 
fórmico: ácido acético glacial: água; revelador NP/PEG), utilizando padrão rutina 
(Rf=0,40), três zonas cromatográficas fluorescentes azuis que podem ser atribuídas 
aos ácidos clorogênico, caféico e isoclorogênico com os respectivos valores de Rfs 
(0,5 - 0,75 - 0,85). 
 
Pela análise do perfil cromatográfico para os grupos fenólicos tipo flavonoides, 
apresentado na Tabela 10, para STTM a partir dos frutos de S. terebinthifolius 
(TMArFrH, TMArFrF1 e TTMArFrF2),  não foram detectadas zonas cromatográficas 
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Tabela 10 Determinação do perfil cromatográfico por CCD, de tinturas-mãe (TM) preparadas a partir 





TMArF de S. terebinthifolius  




BLADT,1996; BRAZ et al.,  2011. TMArFrH(A) TMArFrF1 TTMArFrF2 
Ácido Gálico 
 
SE: (1)  
AC: (A)  
 
A1 – 0,19 
 






BRAZ et al., 2011 
 
 
      





C1 – 0,19 
C2 – 0,69 
 
D1 – 0,19 
D2 – 0,69 
D3 – 0,59 




WAGNER; BLADT, 1996 
      




E1 – 0,19 
 
F1 – 0,19 
F2 – 0,44 
F3 – 0,69 





WAGNER; BLADT, 1996 

















WAGNER; BLADT, 1996 
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Rf 0.40 – 0.50 
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G1 
     
Hiperosídeo 
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    Rf = 0,40 
 
 Quercetina 
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Na detecção de ácido gálico nas amostras de STTM a partir dos frutos da espécie 
(TMArFrH, TMArFrF1 e TTMArFrF2). Entretanto uma zona cromatográfica, em A1 e 
B1 (Rfs~0,19) sugere de forma atenuada, a presença de ácido gálico (ou derivados).  
Entretanto para flavonóides nas amostras citadas, a partir de frutos, foi detectada 
apenas uma zona cromatográfica de interesse em G1 (Rf~ 0,87), uma mancha 
similar ao resultado apresentado para CCD de TMs de folhas, referindo-se a 
presença de uma mancha amarelada, em Rf~ 0,875, sugestiva da presença de 
quercetina, muito embora possua coloração mais azulada, diferente do esperado 
para a substancia fenólica (Tabela 10). 
 
As condições do sistema cromatográfico propostas para flavonoides apresentaram 
os seguintes resultados (Tabela 11): para UV 254nm, todos os flavonóides possíveis 
apresentaram coloração fluorescente e para UV 365nm, dependendo do tipo 
estrutural, os flavonóides podem se apresentar com coloração amarelo escura, 
verde ou azul fluorescente, o que pode ser intensificado ou modificado utilizando-se 
diferentes reagentes reveladores (WAGNER; BLADT, 1996). As colorações 
apresentadas pelas zonas cromatográficas (Luz UV 254 e 365nm/ câmara escura) 
podem revelar, basicamente, duas classes do grupo dos flavonoides, os flavonóis e 
as flavonas. 
 
Tabela 11 Classes do grupo dos flavonoides e colorações apresentadas pelas zonas cromatográficas. 
Grupos Principais substâncias Escala de cor  
Flavonóis quercetina, miricetina e seus 
 glicosídeos. 
Laranja a amarelo 
 
 
canferol, isoramnetina e  
seus glicosídeos. 





luteolina e seus glicosídeos. Laranja 
 
apigenina e seus glicosídeos. Amarelo a verde 
 
 




As cores para flavonoides variaram do branco ao amarelo (Tabela 11), sendo 
identificados em quase todo reino vegetal. Os heterosídeos flavonóidicos mais 
comuns são 3-rutinosídeo quercetina (rutina) e 7- glicosídeo luteolina. A rutina (3- 
rutinosídeo quercetina) pertence à classe dos flavonóis (R= OH) e seus O- 
heterosídeos, que fazem parte de um grande grupo de flavonoides, juntamente com 
as flavonas (R= H). As geninas mais comumente associadas a açúcares são 
apigenina e luteolina nas flavonas e quercetina, canferol e miricetina nos flavonóis.  
 
Estudos respaldam a presença de estruturas fenólicas, em compostos isolados da 
espécie S. terebinthifolius Raddi, como a flavona apigenina, o ácido elágico, a 
flavanona naringina, o galato de etila, o galato de metila, a miricetrina, a miricetina, a 
quercitrina, a rutina, a isoquercitrina e os lipídeos fenólicos (CERUKS et al., 2007; 
DEGÁSPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005; QUEIRES et al., 2006). 
 
4.2.3.2 Perfil por CLAE e identificação de constituintes químicos em TM de S. 
terebinthifolius  
A realização da CLAE no experimento permitiu a separação por partição dos 
constituintes químicos presentes nas TMs padronizadas, de folhas (TMArFH) e 
frutos (TMArFrH) da planta hermafrodita da espécie S. terebinthifolius, pelos 
resultados apresentados por estas tinturas nas análises físico-químicas e perfil 
cromatográfico, principalmente para o grupo fenólico dos flavonoides. A  técnica de 
modificação contínua dos solventes da fase móvel  (água: acetonitrila) no  sistema 
gradiente proposto mostrou eficiencia durante a corrida cromatográfica em relação a 
separação das amostras, TMArFH e TMArFrH, principalmente para separação de 
misturas complexas de constituintes nas tinturas-mãe com diferentes polaridades, 
onde a afinidade de uma classe de constituintes químicos pela fase estacionária e, 
consequentemente, seu tempo de retenção na coluna, foi controlado pela polaridade 
da fase móvel.  
 
Foi utilizado como parâmetro qualitativo, a leitura de um intervalo no tempo de 
retenção (t) no cromatograma de cada amostra analisada, para uma possível 
identificação de constituintes quimicamente ativos presentes na aroeira. A 
comparação com os resultados do CCD configurou-se em mais um parâmetro 
utilizado para a confirmação da seletividade do método, uma vez que apresentaram 
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leituras compatíveis. A Figura 15 apresenta leituras dos intervalos no tempo de 
retenção(t) das amostras da espécie hermafrodita, tinturas-mães de folha (TMArFH): 
F1 (t~ 4,8-5,2), F2 (t~ 6,5-7,0), F3 (t~ 8,7-9,0), F4 (t~ 10,8-11,2), F5 (t~ 13,2-13,5), 
F6 (t~ 14,0-14,3), F7 (t~ 20,9- 21,5) e fruto (TMArFrH): Fr1 (t~ 2,8 a 3,2), Fr2 (t~ 6,8-
7,2), Fr3 (t~ 27,5- 28,1), Fr4 (t~ 29,4- 29,6), Fr5 (t~ 30,0- 30,5). 
     
            
Com embasamento no intervalo do tempo de retenção, significância de pico (pela 
concentração do composto químico na amostra), o cromatograma (Figura 15) para 
tintura-mãe de folhas (TMArFH) detectou grupos metabólicos aqui identificados 
como F1 a F7 com intervalo no tempo de retenção (t), de 4,8 a 21,5 min de um modo 
geral sugestivo para compostos fenólicos do tipo flavonoides, considerando a 
polaridade hidrofílica da TMArFH analisada.  
 










Detector B Ch2:350nm 




Figura 15 Cromatograma obtido em CLAE da Tintura-mãe de folha da planta hermafrodita (TMArFH): 
amostras F1 a F7, da espécie S. terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100% 
de água: acetonitrila), com velocidade de fluxo (VF): 0,6 ml/min por 50 min.  
 
 
Medidas de intervalo no tempo de retenção (t) entre 4,8 e 9,0 min., e no 
cromatograma da amostra, tintura mãe da folha (TMArFH) da planta hermafrodita 
(Figura 15), para os picos apresentados por F1 (t~5,0), F2 (t~6,8) e F3 (t~8,85), 
permitiram sugerir a presença de compostos hidrofílicos, como catequinas, para um 
sistema de corrida inicial, de 80% de água ácida e 20% de acetonitrila.  Estes 
















resultados foram respaldados pelo perfil cromatográfico por CCD para tintura de 
folhas e frutos (TMArF e TMArFr), com a detecção de uma zona cromatográfica 
sugestiva da presença de catequinas (Rf~0,81).  
 
A amostra F4 apresentou tempo de retenção variando de 10,8 – 11,2 min, sugestivo 
para a presença de flavonóides glicosilados (como hesperidina, naringina e rutina), o 
que foi evidenciado por estudos de análise qualitativa por CLAE/UV, da tintura de 
Calendula officinalis L., utilizando o padrão rutina, detectou um tempo de retenção 
para este marcador da classe dos flavonóis, de t= 11,33 (NUNES et al., 2009). 
Contudo, os resultados e o perfil comparativo com outros estudos, ainda não nos 
permite associar a um constituinte químico específico. 
 
O cromatograma desenvolvido para tintura-mãe de frutos da planta hermafrodita 
(TMArFrH), detectou grupos metabólicos, aqui identificados como Fr1 a Fr5, com 
tempo de retenção (t), variando de 2,8 a 30,5 min, de um modo geral sugestivo para 
compostos fenólicos (Figura 16). 
 
 
Figura 16 Cromatograma obtido em HPLC da Tintura-mãe do fruto da planta hermafrodita (TMArFH), 
amostras Fr1 a Fr5, da espécie S terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100% 
de água: acetonitrila), com velocidade de fluxo (VF): 0,6 ml/min por 50 min. 
 
 
Tempo de retenção (min) 
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 A faixa do tempo de retenção para a corrida de 50 min. foi maior que a apresentada 
no cromatograma de folhas, até porque após o t= 30 min. a 50min., a fase móvel tem 
como solvente somente a acetonitrila, proporcionando um meio de caráter apolar e 
permitindo a eluição de substâncias também de caráter apolar. As amostras, Fr3 e 
Fr4, apresentaram tempo de retenção variando numa faixa de 27,5 – 28,1 min. e 
29,4 – 29,6 min., respectivamente (Figura 16). Considerando as propriedades físico-
químicas apresentadas, para a fase móvel e para a estacionária, com uma 
característica de apolaridade e os tempos de retenção apresentados, sugerimos 
que, estes grupos metabólicos pertençam à classe das flavonas (possivelmente, as 
geninas, como a luteolina e a apigenina).  
 
Resultados similares foram apresentados por Degáspari e colaboradores (2004; 
2005), com relação à análise de CLAE, verificou-se que a amostra obtida a partir do 
extrato alcoólico de frutos da S. terebenthifolius, apresentou a presença da flavona 
apigenina (quatro picos) nos tempos de retenção de 25 a 27 minutos, o que justifica 
a sua coloração amarelada. Os quatro picos de apigenina são em tempo de 
retenção diferentes, devido ao fato de estarem ligadas a açúcares distintos ou em 
posições diferentes. Apresentou também um pico de ácido elágico no tempo de 
retenção de 14 min.  
 
Medidas de tempo de retenção (t) acima de 27 min., no cromatograma de frutos 
(Figura 16), para os picos apresentados por Fr3 (t~27,8), Fr4 (t~29,5) e Fr5 (t~30,3), 
poderiam sugerir a presença de saponinas e de heterosídeos cardiotônicos 
(caracterizada pela presença de esteroides e triterpenoides); presença de taninos 
pirogálicos (taninos hidrolisáveis), galotaninos (união entre unidades de ácido gálico 
via ligações meta-depsídicas) e taninos do ácido elágico. 
 
Considerando os resultados apresentados, fatores físico-químicos poderiam ter 
influenciado na separação cromatográfica dos constituintes majoritários da aroeira 
por CLAE, os quais dependem da natureza química dos grupos metabólicos 
separados, como grupos fenólicos da espécie S. terebinthifolius. Variações nas 
características físico-químicas apresentadas pela material, vegetal são 
principalmente em decorrência da polaridade do extrato vegetal, da composição e 
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vazão da fase móvel escolhida, da composição e área superficial da fase 
estacionária (BACCHI, 1996; FARIAS, 2010; RENGER, 2000). 
 
Quanto aos fatores físico-químicos para flavonoides, fica uma observação 
importante em relação à solubilidade, que pode ter influenciado sobremaneira nos 
resultados dos cromatograma por CLAE. Enquanto os heterosídeos são geralmente 
solúveis em água e em álcoolis diluídos, mas insolúveis nos solventes orgânicos 
habituais, as respectivas agliconas são normalmente solúveis em solventes 
orgânicos apolares (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007; LIEBERMAN; LACHMAN; 
SCHWAZTZ, 1990). As flavonas e os flavonóis são pouco solúveis em água, 
enquanto os di-hidroflavonóis são mais solúveis (3-hidroxiflavanos (catequinas) e os 
3,4- flavanodióis). As hidrólises, alcalina e ácida facilitam a identificação dos núcleos 
flavônicos (COSTA, 2001; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). 
 
4.2.3.3 Perfil por CLAE e identificação de constituintes químicos em extratos de S. 
terebinthifolius. 
 
A análise por CLAE confirmou a presença de constituintes químicos no extrato bruto 
etanólico (EXT) do fruto da espécie S. terebinthifolius (Figuras 17 a 19), respaldando 
a presença de grupos fenólicos, especificamente flavonóides, sugeridos em análise 
anterior por CLAE da amostra, TMArFrH, também do fruto da aroeira. 
 
Figura 17 Cromatograma obtido em CLAE/HPLC do Extrato bruto do fruto (EXT) da espécie S 
terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100% de água/ácido fórmico (0,05%): 
metanol), com velocidade de fluxo (VF): 0,7 ml/min por 50 min. Canal 1: 254nm, 8nm. 
 
1: 254nm 
__ Ext. bruto Aroeira (EXT) 
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O extrato bruto etanólico do fruto da aroeira (EXT) foi submetido à análise por 
CLAE/UV, no canal de 254nm e 365nm, com o objetivo de confirmar a presença de 
grupos dos flavonóides, especificamente, flavonas e flavanonas, presentes nas 
análises por CCD e CLAE de TMs de folhas e frutos da espécie. O cromatograma, 
no canal de 254nm (Figura 17) revelou a presença de dois picos majoritários com 
tempos de retenção (t) de 26,52 e 27,71 minutos e o cromatograma no canal 365nm, 
confirmou a presença do pico majoritário, ainda em 26 minutos (Figura 18). 
 
Figura 18 Cromatograma obtido em CLAE/HPLC do Extrato bruto do fruto (EXT) da espécie S 
terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100% de água/ácido fórmico (0,05%): 
metanol), com velocidade de fluxo (VF): 0,7 ml/min por 50 min. Canal 2: 365nm, 8nm. 
 
 
A análise dos espectros UV, dos dois picos majoritários demonstrou um perfil 
característico do núcleo flavona e flavanona (Figura 19), indicativo para o grupo dos 
biflavonoides.   
2: 365nm 
__ Ext. bruto Aroeira (EXT) 
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Figura 19 Espectro UV do pico com tempo de retenção de 26,52 minutos. 
 
O pico 3 na Figura 17 (Canal 1: 254nm), no tempo de retenção de 26,52 minutos, 
correspondendo ao tempo de retenção do pico aos 26 minutos da Figura 18 (Canal 
2: 365nm), permitiu inferir a presença de dois importantes biflavonóides, a biflavona, 
Agathisflavona (Figura 20) e no pico foi detectada a presença da biflavanona, 




Figura 20 Agathisflavona representando a classe de biflavonoides com acoplamento do tipo 6-8''. 







Figura 21 Estrutura da (2S 2''S)-2,3,2'',3'' – tetrahidroamentoflavona. Fonte: OLIVEIRA (2012). 
 
A identificação foi respaldada por Oliveira (2012), que realizou o processo de 
isolamento e purificação do extrato bruto etanólico dos frutos da aroeira (Schinus 
terebinthifolius), permitindo o isolamento a partir da fração acetato de etila, destes 
dois biflavonoides que foram devidamente identificados por técnicas 
espectroscópicas e espectrométricas. 
 
Dentro da classe dos flavonoides, os biflavonoides são encontrados com mais 
frequência nas plantas da família Anacardiaceae (CORREIA et al., 2006), na qual 
está inserida a espécie S. terebinthifolius. Apesar disso seu papel biológico não é 
claro. A função mais importante seria a de agir como antifúngico ou alimento 
dissuasivo para insetos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). 
 
Dentro desta família e comprovando a presença de biflavonóides, como presença 
responsável pela atividade biológica, o gênero Rhus é o maior da família 
Anacardiaceae. Estudos fitoquímicos também demonstraram a presença da flavona, 
agatisflavona e amentoflavona, dentre outros. Na medicina tradicional, algumas 
espécies do gênero Rhus são usadas como antimicrobianos ou mesmo por suas 
propriedades citotóxica e inseticida (AHAMED et al., 2001; CORREIA et al., 2006). 
Entretanto, espécies deste gênero também são conhecidas por provocarem 
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dermatite alérgica de contato (DAC) muito severa, contraída por manuseio ou 
ingestão de partes das plantas (CORREIA et al., 2006). 
 
O biflavonóide, tetrahidroamentoflavona, detectado no fruto da aroeira, teve também 
sua presença comprovada, na semente (rica em biflavonóides) da espécie 
Semecarpus anacardium L., pertencente à família Anacardiaceae, sendo 
considerado o principal componente responsável pela atividade antiinflamatória 
desta espécie (AHAMED et al., 2001; CORREIA et al., 2006). O ginkgo (Ginkgo 
biloba L., família Ginkgoaceae), uma das plantas medicinais mais estudadas 
mundialmente, por sua atividade antioxidante, é uma mistura complexa padronizada 
com teor de 24% de flavonóides e 6% de terpenos, os quais são considerados os 
principais constituintes ativos, destacando-se glicosídeos flavônicos (flavonóides e 
bioflavonóides), lactonas terpênicas (ginkgolídeos A, B, C; bilabolídeo) (SUZUKI, 
2002).  
 
Espécies da família Anacardiaceae, de outras famílias, com registros de presença 
de metabólitos secundários, da classe de flavonóides, como os biflavonóides, estão 
envolvidas com atividades distintas. Entretanto a atividade antioxidante associada a 
propriedades antimicrobianas induz a sugerir que estes metabólitos em 
concentrações ideais, em relação aos substratos oxidáveis (como radicais livres), 
inibem ou atrasam significativamente os processos oxidativos podendo ser divididos 
em enzimáticos, solúveis, nutricionais e sequestradores de metais de transição 
(VICENTINO; MENEZES, 2007). 
 
As amostras neste estudo são do mesmo genótipo da espécie Schinus 
terebinthifolius Raddi, pertencente ao grupo de plantas coletadas em fevereiro e 
maio de 2012, no município de Pedro Canário – ES e serviram de ponto de partida 
para obtenção das TM e dos Extratos das folhas e frutos de genótipos da espécie e 






5 CAPITULO 2   
 
CONSTITUINTES QUÍMICOS DO ÓLEO ESSENCIAL DE DIFERENTES 
GENÓTIPOS DE AROEIRA (SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI). 
 
 
5.1 MATERIAL E MÉTODOS 
Os procedimentos de obtenção de insumos bioativos foram realizados no 
Laboratório de Farmacognosia da Faculdade Brasileira- Univix, em Vitória- ES e 
para identificação de seus constituintes químicos, Laboratório de Fitoquímica de 
Plantas Medicinais do Núcleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN)/UFRJ). 
 
 
5.1.1 Material vegetal 
 
Frutos (maduros) e folhas frescas, de diferentes genótipos da espécie Schinus 
terebinthifolius Raddi, foram coletados no município de Pedro Canário (latitude: -18° 
01’ 49”; longitude: -40° 09’ 02”) – ES, Brasil, em maio de 2011 (por técnicos do 
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensões Rurais (Incaper) e 
identificadas a partir dos frutos como, FRAR (FR01 a FR07) e, das folhas FAR (F01 
A F04). A identificação da espécie botânica foi realizada pelo Prof. Marcelo Simonelli 
Filho (IFES- Vitória, ES) e um exemplar desta espécie (exsicata) encontra- se no 
herbário do Museu de Biologia Mello Leitão, devidamente catalogado e registrado 
sob o nº 41895. 
 
5.1.2 Obtenção do Óleo Essencial (OE) a partir de frutos e folhas S. 
terebinthifolius. 
O óleo essencial (OE) foi obtido por hidrodestilação, a partir de frutos e folhas 
frescas, utilizando o aparelho de Clevenger (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 
RENGER, 2000; SHARAPIN et al., 2000), durante 4 horas de aquecimento (mantido 
na temperatura mínima necessária à ebulição), em circuito fechado, para evitar as 
perdas de óleo por evaporação. Previamente à extração, as amostras, contendo os 
frutos de aroeira, FRAR (FR01 a FR07), foram trituradas com água purificada. A 
89 
mistura triturada foi colocada no balão volumétrico juntamente com água, e aquecida 
até a ebulição. O mesmo procedimento foi executado para as amostras das folhas 
da aroeira, FAR (F01 A F04). Ou seja, as amostras foram colocadas em balão 
volumétrico juntamente com água, e aquecida até a ebulição e mantidas por 4 horas 
de aquecimento (mantido na temperatura mínima necessária à ebulição). Assim, os 
óleos foram carregados com o vapor d’água e posteriormente condensados. Após o 
tempo de extração, o óleo essencial (OE) de cada amostra, junto com a água, foi 
recolhido no funil de separação, onde foram separados por decantação devido à 
diferença de densidades. O OE obtido foi armazenado em recipiente 




5.1.3 Identificação dos constituintes químicos do OE 
 
A composição química dos óleos essenciais foi obtida em análises de amostras de 
OEs da aroeira, por Cromatografia de fase gasosa (CG) e Cromatografia em fase 
gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (CG/EM), segundo literatura 
consultada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; ADAMS, 2001), utilizando 
cromatógrafo a gás (HP6890) acoplado a espectrômetro de massa (HP5973, 
operando a 70 eV), coluna ZB5-MS (Zebron) com fase estacionária de 5% 
fenilmetilsiloxano, comprimento de 30m, diâmetro interno 0.25mm, espessura da 
fase 0.25 micrômetros, com a seguinte condição de análise: injetor na temperatura 
260°C, interface na temperatura 200°C e programação  60°C a 290°C, numa rampa 
de 3°C/min. O gás carreador foi o hélio, com pressã o constante de 5 psi, fluxo de 
1ml/min. Padrões de n-alcanos foram injetados nas mesmas condições da análise. A 
identificação dos constituintes químicos das amostras foi realizada por comparação 
de seus espectros de massas das substâncias eluídas, com aqueles presentes em 
biblioteca NIST 05 e através do índice de Kovats (KI) calculado a partir da série de 






5.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.2.1 Obtenção e identificação dos constituintes químicos do Insumo OE 
 
A extração do OE a partir de frutos e folhas da espécie S. terebinthifolius, por 
hidrodestilação mostrou-se eficaz, o que condiz com a literatura consultada, para 
escolha de métodos (BARBOSA et al., 2007).  
 
Os principais constituintes químicos, dos Óleos Essenciais (OE) foram identificados 
pelos índices de retenção (IK) e por comparação dos espectros de massas dos 
constituintes do óleo com os espectros do banco de dados existentes na biblioteca 
NIST, com os dados disponíveis na literatura (ADAMS, 2001). A análise comparativa 
dos óleos essenciais permitiu a identificação e quantificação, principalmente pela 
concentração relativa total de monoterpenos presentes nos frutos (maduros) e folhas 
frescos (Figura 22).  
 
 
Figura 22 Concentração relativa total de monoterpenos em óleos essenciais (OE) obtidos de frutos 





Na figura 22, observamos que a concentração de monoterpenos nas amostras de 
OE de frutos (média de 51,0%) foram maiores quando comparadas aos teores 
apresentados pelas amostras de OE de folhas (média de 33,60%).  Estudo 
comprobatório realizado, sobre a variação sazonal do óleo essencial a partir de 
frutos (maduros) e folhas frescas da aroeira (S. terebinthifolius) mostrou um maior 
teor de metabólitos secundários sesquiterpênicos em folhas (90,40%) do que em 
frutos (78,00%) e em contrapartida, foi identificada uma predominância 
monoterpênica em frutos de 90,0% (BARBOSA et al., 2007). O período de floração 
ou frutificação da planta acarreta um aumento ou diminuição de monoterpenos e de 
sesquiterpenos. Monoterpenos se encontram em maior concentração nos frutos, o 
que sugere que o metabolismo de classes metabólicas possa estar interligado 
(SIMÕES; SPITZER, 2010), ou seja, um aumento no teor de monoterpenos é 
acompanhado de uma diminuição no de sesquiterpenos, e vice- versa. 
 
Foram detectadas diferenças, na concentração de monoterpenos, entre as 11 
amostras de OE, apresentando maior rendimento para os óleos obtidos a partir dos 
frutos: FR01 (70,85%), FR02 (62,77%), FR03 (58,15%), FR04 (40,96 %), FR05 
(42,14%), FR06 (44,64%) e FR07 (37,45%), do que a partir das folhas: F01 (32,82%), 
F02 (37,85%), F03 (37,08%) e F04 (26,60%) (Figura 22). 
Todas as amostras de OE de frutos e folhas apresentaram, em diferentes 
concentrações, os monoterpenos D-limoneno, α-pineno, p.cimeno e β-mirceno. Foi 
possível identificar todos os nove monoterpenos nas amostras de OE a partir dos 
frutos, FR02 e FR03, onde foi detectado um alto teor relativo de β-mirceno (26,73% 
e 26,03%, respectivamente). A amostra de OE a partir de frutos da aroeira, FR01, 
apresentou o maior percentual relativo de D-limoneno (36,85%) e representou a 
amostra de maior teor relativo de monoterpenos (70,85%).  O menor rendimento 
para concentração relativa total de monoterpenos foi detectada na amostra F04 
(26,6%). 
 
A variabilidade dos constituintes químicos majoritários nas amostras da espécie 
estudada sugere o envolvimento de fatores genéticos, geográficos e do habitat ou 
sistema de cultivo das plantas (Tabela 12). 
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Tabela 12 Concentração relativa (%) dos principais monoterpenos identificados pela análise do OE de 
Schinus terebinthifolius, por Cromatografia em fase gasosa (CG) e Cromatografia em fase gasosa 
acoplada à Espectrometria de Massas (CG/EM). 
 
                                    Monoterpenos e Concentrações relativas (%) 
 
OE1 TOTAL α-PIN β-PIN              β-MIR            α-PHE            β-PHE           3-CAR        P-CIM            D-LIM          α-TER 
FR01 70,85 4,32 -  7,36 15,17 - - 6,19 36,85 0,96 
FR02 62,77 2,30 2,65 26,73  7,59 2,78  3,69 4,86 11,21 0,96 
FR03 58,15 1,98 1,86 26,03  6,64 2,49  3,44 4,56 10,32 0,83 
FR04 40,96 5,80 - 2,85  3,57 -  2,02 5,53 21,19 - 
FR05 42,14 2,56 - 3,05 - - 14,63 3,59 18,31 - 
FR06 44,64 5,79 - 3,53 - 3,57 17,46 5,75  8,54 - 
FR07 37,45 9,33 1,00 2,75  7,65 1,88 - 8,20  6,64 - 
F01 32,82 1,49 - 1,91 - - 13,94 2,75 12,25 0,48 
F02 37,85 3,34 -  2,80  4,92 -  2,08 8,46 16,25 - 
F03 37,08 1,10 - 17,93  2,34 1,11  3,31 4,91  6,39 - 
F04 26,60 4,35 0,53  2,21  7,00 1,29 - 5,80  4,68 0,65 
1
 Amostras (OE): Óleo Essencial: FR01 A FR07: OE Fruto da Aroeira; F01 A F04: OE Folha da Aroeira. 
2
 α-PIN:α-pineno; β -PIN:β -pineno; β-MIR:β-mirceno; α-PHE:α- felandreno;  β-PHE:β-felandreno; 3-CAR: 3-
careno; P-CIM: P-cimeno; D-LIM: D-limoneno; α-TER:  α-terpinoleno. Traços (-): ausência. 
 
 
Entre os principais monoterpenos identificados (Figura 23) pela análise 
cromatográfica (CG/EM) nos OE de frutos e folhas da aroeira, destacaram-se, pelo 
maior percentual de concentração relativa, em amostras de frutos: o (8) D- limoneno 
(36,85%), o (3) β-mirceno (26,73%), o (6) δ 3-careno (17,46%), o (4) α-felandreno 
(15,17%) e o (1) α-pineno (9,33%) e em amostras de folhas: o (7) p.cimeno (8,43%). 
Os monoterpenos, (2) β- pineno, (5) β- felandreno e (9) α-terpinoleno apresentaram-
se em concentrações inferiores a 4%, sendo que α-terpinoleno foi o monoterpeno de 



























































Figura 23 Estruturas monoterpênicas presentes em óleos essenciais de frutos e folhas de 
Schinus terebinthifolius. (Fonte: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi ). 
 
 
Além da variabilidade química entre o OE de cada amostra, a variação do teor de 
constituintes monoterpênicos do OE de um mesmo exemplar, gerou uma 
constatação no mínimo intrigante. O alto teor relativo apresentado pelo D- Limoneno, 
tanto no OE de frutos como de folhas de S. terebinthifolius, coincidiu com um 
decréscimo (ou até mesmo nulidade) na produção de α-terpinoleno, sugerindo que o 
metabolismo, devido a notável semelhança estrutural molecular (posição da dupla 
ligação na “cauda isoprênica”) entre os dois constituintes monoterpênicos 
monocíclicos (Figura 23) poderia estar interligado, ou seja, um aumento na produção 
de um deles, demandada por fatores bióticos ou abióticos, acarretaria na diminuição 
na produção de outro, considerando a via metabólica de síntese do constituinte 
químico. 
 
 Segundo Thaiz e Zaiger (2009), a variação química qualitativa e quantitativa de 
constituintes é determinada geneticamente (quimiotipos), sendo geralmente 
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específica para um determinado órgão e característica para o seu estágio de 
desenvolvimento. Entretanto as variações significativas na concentração relativa 
total de um óleo volátil, extraído do mesmo órgão de uma mesma espécie vegetal, 
pode variar significativamente, de acordo com a época da coleta, condições 
climáticas e de solo (SOUZA, 2012; TAIZ; ZAIGER, 2009), sugerindo que o teor do 
óleo essencial seria mais influenciado pelas condições ambientais do que pela 
composição química do óleo.  
 
A diferenciação genética refere-se à distribuição da variabilidade entre e dentro de 
populações e subpopulações naturais como resultado da ação de forças evolutivas 
que atuam dentro do contexto de cada espécie. A diversidade genética promove a 
matéria prima para a adaptação, a evolução e a sobrevivência dos indivíduos e das 
espécies, sendo fundamental para a sustentabilidade do ecossistema para sua 
conservação (SOUZA, 2012).  
 
A variabilidade química, quanto à concentração relativa dos constituintes majoritários 
identificados nas nossas amostras do óleo essencial de genótipos da espécie S. 
terebenthifolius, foi evidenciada em relatos de outros estudos envolvendo a espécie, 
em diferentes estados do território nacional.  
 
Roveda et al. (2009) identificaram 18 constituintes químicos com predominância de 
monoterpenos de óleos de frutos coletados em Dourados (MS), destacando-se como 
majoritário o α-pineno (22,56%), sendo que os demais constituintes em maiores 
concentrações foram o sabineno (15,78%), z-salveno (10,69%), β-pineno (10,52%), 
α-funebreno (8,82%) e o limoneno (5,52%).  
 
No estudo de Barbosa et al. (2007), após extração de 3 horas, foram identificados 
como monoterpenos predominantes em óleo de folhas e frutos na cidade de Viçosa 
(MG), o δ 3-careno (5,82%), o α- felandreno (2,88%), o β- felandreno (4,49%) e o 4-
terpeniol (2,24%). Gehrke et al. (2008), observaram que os principais compostos 
encontrados no óleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius da região noroeste do 
estado do Rio Grande do Sul foram os monoterpenos, δ 3-careno e o α-pineno 




Os resultados apresentados neste trabalho estão de acordo com a predominância, 
do monoterpeno Limoneno, na maioria dos estudos com aroeira. De acordo com 
estudos de Santos et al. (2007), a composição química do óleo essencial dos frutos 
maduros de S. terebinthifolius da cidade de Caxias do Sul (RS), constituiu de 17 
constituintes, destacando em maior proporção os monoterpenos, o δ-3-careno, o D-
limoneno e α-phellandreno com 60,41% do total de compostos identificados. Estudo 
a partir da análise por CG/MS, do óleo essencial de frutos (imaturos e maduros) 
coletados da espécie S. terebinthifolius em uma região da mata atlântica de 
Pernambuco, identificou principalmente monoterpenos em frutos maduros, tendo 
como constituinte majoritário, o limoneno (31,8%), seguido por  α-phellandreno 
(11,9%), thujeno (21,7%) e sabineno (15,8%). 
 
Estudos (Barbará et al., 2008), evidenciaram a predominância monoterpênica de 
constituintes químicos no OE de frutos da espécie S. terebinthifolius, nativa do 
estado do Espírito Santo e identificaram a presença de 10 monoterpenos no OE de 
frutos de uma exemplar da região Sul do estado, entre eles o α-pineno (35,6%) 
como composto majoritário, seguido do D-limoneno (28,9%).  
 
Outro estudo recente (AFFONSO et al., 2012), com espécie S. terebinthifolius, no 
estado do ES, numa região próxima ao município de Pedro Canário, onde 
realizamos a coleta do nosso material vegetal (folhas e frutos), apresentaram 
evidência da presença majoritária do limoneno, por cromatografia em fase gasosa. 
Os autores identificaram a presença de β-pineno (10,11%), β-mirceno (9,30%), α-
phellandreno (14,94%), limoneno (20,81%) e isosilvestreno (13,87%), como os 
principais constituintes químicos monoterpênicos do OE a partir de frutos de uma 
exemplar obtida na Reserva Florestal Rio Doce S/A, Linhares (latitude: -19° 23’ 28”; 
longitude: -40° 04’ 20”)- ES.     
  
Foi possível observar que, na literatura consultada sobre composição do óleo 
essencial da espécie S. terebinthifolius, há uma predominância dos constituintes 
monoterpênicos, δ 3-careno e/ou pineno, intercalando em alguns trabalhos, com α-
phellandreno e mirceno. Entretanto nos estados de Pernambuco e no outro extremo, 
Rio Grande do Sul, os resultados para a predominância de limoneno foi a mesma, 
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sendo que em Recife (mata atlântica) não houve o registro da presença de δ 3-
careno e/ou α –pineno, tão comumente apresentados em outros estudos.  
 
Os estudos que utilizaram espécies nativas de S. terebinthifolius do Espírito Santo, 
identificaram principalmente para amostras de OE de exemplares da espécie, uma 
predominancia monoterpênica, não somente para o ∆ 3-careno, mas também, o D- 
limoneno, o β-mirceno e o α- felandreno e o α-pineno.  
 
Os diferentes resultados com predomínio de diferentes compostos no óleo essencial 
obtido a partir de exemplares de uma mesma espécie (quimiotipos) é 
frequentemente devido à alta complexidade química dos óleos essenciais (ROVEDA 
et al., 2010; SANTOS et al., 2007). Entretanto existe um consenso entre estudos 
realizados com a espécie S. terebinthifolius, quanto à predominância monoterpênica 
nos óleos essenciais, principalmente provenientes da extração de frutos da espécie 
estudada.  
 
Como os metabólitos de defesa das plantas, em resposta a fatores bióticos e 
abióticos são, em grande parte, ativados a partir de tais eventos (TAIZ; ZAIGER, 
2009), foi observada neste estudo, uma variação química significativa na 
composição química do óleo essencial, extraído de frutos e folhas da espécie S. 
terebinthifolius.  Existem quimiotipos bem definidos para cada região de coleta, 
principalmente aqui caracterizados pelos seus constituintes químicos majoritários, 
identicados no OE da amostra analisada da espécie S. terebinthifolius.  Ficou 
evidenciado um possível Quimiotipo (QT), na planta fêmea FR01, que deve ser 
estudado no futuro, quanto à produção de limoneno como um potencial produtor de 
insumos ativos para o desenvolvimento de produtos bioativos fitoterápicos. 
 
Foi de suma importância o registro da presença majoritária do limoneno (1-metil-4-
isopropenilcilohex-1-eno) no óleo essencial do genótipo FR01 (identificada por 
técnicos do Incaper, como uma planta fêmea), pois este monoterpeno, com caráter 
lipofílico, naturalmente encontrado nas cascas das frutas cítricas e de alguns 
pinheiros, tem adquirido uma importância fundamental devido a sua demanda como 
solvente biodegradável, precursor de novos fármacos (como a carvona) e na 
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indústria farmacêutica e alimentícia, como adjuvante flavorizante e complemento 
alimentar (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; LACHMAN et al., 2001).  
 
Suplementos ou complementos alimentares (Nutracêuticos) estão ganhando 
reconhecimento substancial como agentes quimioprofiláticos (quimiopreventivos), 
devido a sua capacidade de atuar através de diversos mecanismos (PAN AND HO, 
2008). Estudos (ATOUI et al, 2005; MILLER et al., 2011; MURTHY et al., 2012; 
QUEIRES et al., 2006)  se referem ao Limoneno como um produto bioativo natural, 
visto que ensaios comprovam sua eficácia como substância antioxidante com 
potencial  quimioprofilático.  
 
Entre os constituintes voláteis de óleos cítricos e de outras plantas em potencial, 
como foi apresentado neste estudo pela espécie S. terebinthifolius Raddi, a 
presença predominante do monoterpeno limoneno e a possibilidade de 
desenvolvimento de seus metabólitos ativos (ácido, aldeído e álcool perílico), 
evidencia a vantagem farmacológica de apresentar modelos de indução de 
citotoxicidade de células cancerígenas (MILLER et al., 2011), por mecanismos 
multifatoriais (entre eles, o uso de tensoativos/surfactantes) e estimula estudos de 

















6 CAPÍTULO 3 
 
AVALIAÇÃO IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA TINTURA-MÃE (TM) 
DE DIFERENTES GENÓTIPOS DA ESPÉCIE DA AROEIRA (SCHINUS 
TEREBINTHIFOLIUS RADDI).  
 
6.1 MATERIAL E MÉTODOS 
Os procedimentos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia Aplicada ao 
Agronegócio (Núcleo de Biotecnologia) da Universidade Federal do Espírito Santo – 
UFES e no Laboratório oficinal de Tecnologia Farmacêutica da Emescam, em 
Vitória- ES. 
 
6.1.1 Material vegetal 
 
6.1.1.1 Preparação de Tintura-mãe (TM) e obtenção de insumos bioativos 
 
As Tinturas-mãe (TM), a partir de folhas e frutos da S. terebinthifolius Raddi, foram 
preparadas, por técnica de maceração (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 
FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA BRASILEIRA, 2011a), descrita no Capítulo 1. As 
tinturas-mãe (TM’s) de cada genótipo, foram identificadas a partir de folhas da planta 
hermafrodita (TMArFH), fêmea (TMArFF), e macho (TMArFM) e de frutos, da planta 
hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras da planta fêmea (TMArFrF1 e 
TMArFrF2), foram utilizadas na avaliação da atividade antioxidante.   
 
6.1.1.2 Preparação da Solução Teste de Tintura Mãe (STTM)  
 
Uma alíquota de 10 mL, de cada TM, foi levada ao Banho Maria (95° a 105°C), por 
40 a 60 min, para evaporação do EtOH.  Após evaporação do solvente, o resíduo foi 
reconstituído em qsp de  EtOH (PA), para formar 10mL de  soluções de cada TM, 
nas concentrações de, 25, 75, 125 e 250µg/ mL. Cada STTM foi acondicionada em 
vidro âmbar de 5,0mL de capacidade (devidamente identificados e mantidos ao 





6.1.2 Avaliação, in vitro, da atividade antioxidante, pelo método do DPPH 
 
 
6.1.2.1 Solução de DPPH 0,3 mM 
 
Foram dissolvidos 0,0118g de DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl- Sigma® Aldrich 
Inc.) em EtOH e completado o volume para 100 mL em um balão volumétrico com 
EtOH. A solução foi homogeneizada e estocada em frasco de vidro âmbar, 
devidamente etiquetado, em temperatura ambiente e utilizada no dia de realização 
do experimento. 
 
6.1.2.2 Determinação da curva do DPPH 
 
A partir da solução inicial de DPPH (0,3 mM), foram preparadas em tubos de ensaio 
de 5,0 mL, soluções variando a concentração de 0,03 mM a 0,3 mM, conforme 
Tabela 10. Em ambiente escuro, foi transferida uma alíquota de, aproximadamente, 
4mL de cada solução de DPPH (0,03mM, 0,06mM, 0,12mM, 0,18mM, 0,24mM e 
0,30mM) para cubetas de vidro e posterior leitura em espectrofotômetro (Biomate3 
Thermospectronic®) a 517 nm. Foi utilizado o EtOH PA, como branco, para calibrar o  
espectrofotômetro. As concentrações de DPPH (mM) foram plotadas no eixo X e as 
respectivas absorbâncias no eixo Y, como o intuito de calcular a equação da reta e, 
por conseguinte, traçar a curva de calibração do DPPH (Tabela 13). 
 
 
Tabela 13 Valores da solução DPPH1 e etanol (EtOH) . 
 
Sol. DDPH (mL) 
 






























6.1.2.3 Avaliação da atividade antioxidante 
 
A avaliação da atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico in 
vitro do radical livre estável DPPH (1,1-difenil-2-picryhydrazil), de acordo com 
literatura consultada (VICENTINO; MENEZES, 2007; SOUSA et al., 2007; MENSOR 
et al., 2001), adaptado para cada TM. Foi preparada uma solução 0,3 mM de DPPH 
em etanol. As amostras, a base de STTM de S. terebinthifolius (folha e fruto) em 
diluições padronizadas, foram preparadas adicionando-se 1,0mL da solução de 
DPPH a 2,5 mL de soluções das TM’s, diluídas em etanol (STTM) a concentrações 
de 25, 75, 125 e 250 µg/ mL. Nos brancos, ao invés do DPPH, adicionou-se apenas 
1 mL de etanol às tinturas diluídas nas mesmas concentrações das amostras. Como 
controle positivo foi utilizada a amostra TM de Ginkgo biloba (Laboratório Almeida 
Prado- SP), que possui alta capacidade antioxidante. A solução de DPPH possui 
uma coloração roxa intensa e a ação antioxidante de uma tintura-mãe, na forma de 
solução de STTM, pode ser visualizada pelo progressivo “descoloramento” da 
solução, ao final do qual a mesma torna-se amarelada. Trinta minutos após a adição 
de DPPH às amostras, é feita a leitura em espectrofotômetro de Ultravioleta, UV-vis, 
Biomate3 Thermospectronic® 517 nm. Todas as leituras foram realizadas com três 
repetições e, com a média dos dados obtidos foi calculada a diferença de 
absorbância entre a amostra e o branco. Os valores de absorbância em todas as 
concentrações testadas, no tempo de 30 min, foram convertidos em porcentagem de 
atividade antioxidante (AA), determinada pela equação: 
 
 





AA = Atividade Antioxidante (%)*. 
∆ABS= é a diferença de absorbância entre a amostra e o branco; 










6.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.2.1 Determinação da curva de calibração do DPPH 
 
A curva-padrão, construída com os parâmetros absorbância em UV (517 nm) e 
concentração (mM), apresentou linearidade e boa correlação com coeficiente de 
correlação de 0,997. O estudo da especificidade do método analítico foi avaliado 
pela adição da solução padrão do DPPH às amostras de TM da aroeira.  
 
6.2.2 Avaliação da atividade antioxidante 
 
A atividade antioxidante de cada TM da aroeira foi investigada, na forma de solução 
de tintura (STTM) pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical livre estável, 
segundo literatura consultada, adaptado, para testes com TM (VICENTINO; 
MENEZES, 2007; SOUSA et al., 2007; MENSOR et al., 2001; TRIGUI et al., 2012). 
O tipo de solvente e a otimização da extração do material vegetal com a utilização 
de um polímero natural como adjuvante na obtenção da TM (a partir de folha e fruto 
da aroeira), determinou o potencial antioxidante dos insumos obtidos, uma vez que o 
comportamento estrutural e a bioatividade dos constituintes químicos presentes na 
TM dependem da diversidade de polaridades encontradas.  
 
O ensaio fundamentou-se na propriedade do radical DPPH apresentar uma forte 
absorção no espectro visível, comprimento de onda de 517nm, caracterizado por 
uma coloração violácea intensa, devido à presença de elétrons livres (VICENTINO; 
MENEZES, 2007; SOUSA et al., 2007). Quando o DPPH foi colocado em presença 
de substâncias antioxidantes presentes nas amostras de cada TM, capazes de 
sequestrar radicais livres, a absorção foi inibida, resultando em uma descoloração 
estequiométrica em relação ao número de elétrons retirados e independente de 
qualquer atividade enzimática (SOUSA et al., 2007).  
 
O grau de descoloração indicou a capacidade sequestradora de radical livre, por TM 
analisada. A ação antioxidante de cada tintura-mãe, na forma de STTM (µg/ml), foi 
visualizada pelo progressivo descoloramento da solução, ao final do qual a mesma 





                         2,2-difenil-1-picrilidrazila      →      2,2-difenil-1-picrilidrazina 
                            (coloração roxa intensa)                 (coloração amarela) 




Todas as leituras foram realizadas em comprimento de onda a 517nm, 30minutos 
após a adição de DPPH às amostras e com a média dos dados obtidos foi calculada 
a diferença de absorbância entre a amostra e o branco e as atividades antioxidantes 
percentuais (MENSOR et al., 2001). Resultados apresentados, na tabela 14, 
representam o potencial de tinturas-mãe (de folhas e frutos) de S. terebinthifolius, na 
captação de radicais livres e indicaram uma forte atividade antioxidante para as TMs 
avaliadas. Foi observado que a atividade anti-radical livre apresentou-se 
proporcional ao aumento da concentração da TM na solução teste (dose 
dependente).  
 
Tinturas-mãe da espécie S. terebinthifolius apresentaram uma porcentagem de 
atividade antioxidante (AA) variando entre 48,18% ± 0.012 a 59,09% ± 0.004, na 
presença de 250 µg/ml de TMArFrH e  TMArFH, respectivamente. Na menor 
concentração avaliada, de 25 µg/ml, as tinturas-mãe apresentaram atividade 
antioxidante (variando de 26,82 a 31,70%) maior que o próprio controle positivo 
(24,39%), tintura-mãe de Ginkgo biloba (TMGb),  com exceção da TMArFH, que 
apresentou a menor atividade (19,02%) (Tabela 14). 
 
 As amostras de tinturas a partir de folhas, TMArFF  e TMArFM, na concentração de 
75 µg/ml, apresentaram expressiva atividade, 43,75% e 35,44%, respectivamente, 
enquanto as amostras, TMArFrH e TMArFF2, não diferiram da TMGb, em relação a 
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atividade antioxidante (31,25%). Entretanto, TMGb foi a melhor resposta para 
atividade anti-radicalar em 125 µg/ml e 250 µg/ml (Tabela 14).   
 
Tabela 14 Atividade antioxidante (%) de TMs de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius, obtida 





 Avaliação Antioxidante (%)2  
25 µg/ml 
 
75 µg/ml 125 µg/ml 250 µg/ml 
TMGb2 24,39 ± 0.018 31,25 ± 0.010 71,42 ± 0.026 80,03 ± 0.008 
TMArFH 19,02 ± 0.017 29,16 ± 0.005 52,01 ± 0.006 59,09 ± 0.004 
TMArFF 31,70 ± 0.006 43,75 ± 0.068 54,76 ± 0.012 58,18 ± 0.015 
TMArFM 26,82 ± 0.012 35,44 ± 0.021 50,03 ± 0.027 52,10 ± 0.010 
TMArFrH 29,23 ± 0.014 31,25 ± 0.023 38,09 ± 0.016 48,18 ± 0.012 
TMArFrF1 26,82 ± 0.015 29,16 ± 0.015 40,47 ± 0.027 49,09 ± 0.021 
TMArFrF2 29,26 ± 0.012 31,25 ± 0.013 42,85 ± 0.014 50,90 ± 0.019 
 
1 TMArFH: TM Aroeira folha (planta hermafrodita); TMArFF: TM Aroeira folha (planta fêmea); TMArFM: TM 
Aroeira folha macho; TMArFrH: TM Aroeira fruto hermafrodita; TMArFrF1: TM fruto fêmea 1; TMArFrF2: TM 
fruto fêmea 2; TMGb: TM de Ginkgo biloba, nas mesmas concentrações que os extratos (Controle positivo). 
2
 Porcentagem de atividade antioxidante para cada uma das concentrações após a média de três repetições.  
 
  
A solução padrão (controle positivo), TM de Ginkgo biloba (TMGb), foi utilizada por 
sua alta capacidade como produto antioxidante (antiradicalar), pois possui alto teor 
de flavonóides e terpenos. O Extrato de G. biloba (EGb®), possui 24% de flavonóides 
e 6% de terpenos (SUZUKI, 2002), os quais são considerados os principais 
constituintes ativos e responsáveis pela reconhecida atividade antioxidante desta 
espécie (CAIEIRO; MARCUCCI, 2010; MENSOR et al. 2001).  
 
Como a própria TMGb (padrão), as amostras de tinturas da aroeira (TMAr) 
apresentaram um comportamento diferenciado de acordo com a parte utilizada na 
preparação da TM, folha ou fruto, e decorrentes da composição química de cada 
insumo (TM), pela presença de constituintes majoritários com atividade antioxidante 
e do perfil de atividade em cada concentração testada (25 µg/mL, 75 µg/mL, 125 






Figura 25 Porcentagem de atividade antioxidante de tinturas-mães (TM’s) da espécie S. 
terebinthifolius de TMGb: TM Ginkgo biloba; TMArFH: tintura-mãe da Aroeira folha (planta 
hermafrodita); TMArFF: TM Aroeira folha (planta fêmea); TMArFM: TM Aroeira folha (planta macho); 




Em relação à capacidade sequestrante de radicais-livres, apresentada pelas 
tinturas-mãe de TMArFH (folha) e da TMArFrH(fruto), na menor concentração do 
experimento (25 µg/ml), a disponibilidade de substâncias para a captação de 
radicais livres no DPPH, foi maior para a TM preparada a base do fruto (AA= 29,23% 
± 0,014) do que a da folha (AA= 19,02% ± 0,017), sendo que na maior concentração 
(250 µg/ml),  a melhor resposta para a atividade ante radical livre, aconteceu  para 
TM da folha, TMArFH (AA= 59,09% ± 0,004) em detrimento da menor atividade 
nesta concentração, para TMArFrH (AA= 48,18% ± 0,012). As demais amostras de 
TM, na concentração de 250 µg/mL, apresentaram atividade antioxidante superior a 
50%, atingindo valores abaixo somente do controle positivo, TMGb, 80,03% ± 0.008 
(Figura 25).  
 
Estes resultados geraram uma hipótese de que, constituintes químicos 
antioxidantes, presentes nas tinturas-mães da S. terebinthifolius, e especificamente, 
em maior concentração, nas folhas (QUEIRES et al., 2006), contribuíram 
particularmente e mais efetivamente para a ação sequestradora de radicais livres, de 
acordo com sua estrutura química (SOUSA et al., 2007) e, por conseguinte, sua 




2007), agindo tanto na etapa de iniciação como na propagação do processo 
oxidativo. A atividade antioxidante de compostos fenólicos deve-se principalmente à 
sua estrutura química (SOUSA et al., 2007), podendo ser determinada pela ação da 
molécula como agente redutor (velocidade de inativação do radical livre, reatividade 
com outros antioxidantes e potencial de quelação de metais). Alguns estudos in vitro 
demonstram que a atividade antioxidante dos flavonoides é maior que a das 
vitaminas E e C (HAGERMAN, 2011; RICE-EVANS; DIPLOCK, 1992). 
 
Estudos demonstraram que a interação de uma substância antioxidante em 
potencial com o radical DPPH• depende da sua conformação estrutural. O número de 
moléculas de DPPH• que seriam reduzidas parece estar correlacionado com o 
número de grupos hidroxilas disponível na molécula antioxidante (MENSOR et al., 
2001).  
 
Este estudo nos permitiu relacionar a atividade apresentada pela TM, tanto para 
folhas quanto para os frutos da espécie, S. terebinthifolius, com o caráter hidrofílico 
(polar) destas formas extrativas (SALES, 2009), provavelmente devido à presença 
de grupos hidroxilas (fenólicos ou não).   
 
Este requisito estrutural poderia estar relacionado com a presença de grupos 
metabólicos, tipo flavonoides (principalmente biflavonóides), lipídeos fenólicos e 
taninos que têm ocorrência conhecida na família Anacardiaceae (CORREIA et al., 
2006), a qual pertence à espécie S. terebinthifolius.  Estudos fitoquímicos efetuados, 
especificamente, com espécies do gênero Schinus identificaram fenóis, flavonóides, 
esteróides, triterpenos, antraquinonas e saponinas na espécie (LIMA et al., 2006; 
VELASQUEZ et al., 2003). 
 
Dentre os compostos isolados da espécie S. terebinthifolius, com estruturas 
fenólicas, e comprovada atividade antioxidante encontramos, a partir do extrato 
etanólico dos frutos: a flavona apigenina, o ácido elágico e a flavanona naringina 
(DEGÁSPARI et al., 2005), a partir do extrato etanólico das folhas (fase em acetato 
de etila):  o galato de etila, o galato de metila, a miricetrina, a miricetina e a 
quercitrina (CERUKS et al., 2007), a rutina e a isoquercitrina (QUEIRES et al., 2006), 
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visto que ésteres do ácido gálico e flavonóides derivados da miricetina e quercetina 
apresentam elevado potencial anti-radicalar (KIKUZAKI et al., 2002). 
      
Considerando que produtos naturais padronizados de origem vegetal, como tinturas-
mãe (TM), podem ser utilizados na agricultura como quimioprofiláticos, através da 
potencial atividade antioxidante em processos fitopatológicos, decorrentes de 
diversos processos de estresse oxidativo, os resultados descritos neste trabalho 
estimulam a continuidade dos estudos para identificar, quantificar e avaliar a 
atividade antioxidante de substâncias isoladas da espécie S. terebinthifolius, com 
marcadores químicos próprios (padrão para grupos metabólicos de interesse).  
 
Na realidade o método da captura do radical orgânico, DPPH, mostrou- se um 
método bastante conveniente para este primeiro screening antioxidante de 
pequenas moléculas, uma vez que a reação pode ser observada visualmente.  
 
Contudo, estudos ainda devem ser realizados para elucidar e identificar quais 
constituintes químicos das TM de frutos e folhas da espécie S. terebinthifolius. 
Segundo Bertoldi (2006), não existe um único método que consiga avaliar 
satisfatoriamente a atividade antioxidante de uma amostra, visto que ela depende da 
técnica utilizada, do tipo e concentração do substrato, dos constituintes presentes no 
extrato avaliado, parâmetros metodológicos com tempo e temperatura do ensaio, 
fenômeno de partição, entre outros. Assim, recomenda-se que sejam avaliados mais 
de dois parâmetros na determinação da atividade antioxidante de extratos vegetais. 
 
Entretanto para dar continuidade aos nossos resultados preliminares promissores, 
com a avaliação da atividade antioxidante de TM de genótipos da aroeira, um ponto 
importante a ser considerado para fundamentar a pesquisa, seria a identificação do 
perfil cinético da atividade através do cálculo do DPPH• remanescente e da CE50 (ou 
ED50), onde é possível relacionar a porcentagem de atividade antioxidante (AA) 
obtida pela quantidade de DPPH• consumida com a quantidade de antioxidante 
necessária para diminuir a concentração inicial de DPPH em até 50%. Esta 
concentração é representada pelo CE50 (ou ED50), a qual é também reconhecida por 




Outra atividade imprescindível e complementar à investigação de insumos como TM 
com potencial antioxidante, é a determinação do teor de fenóis totais presentes nas 
amostras de TM hidroetanólica, devido à variabilidade e a complexidade de 
constituintes químicos presentes nestas formas extrativas, que têm implicações 



























7 CAPÍTULO 4 
AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE INSUMOS BIOTIVOS (TINTURA- 
MÃE) DE AROEIRA (SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI). 
       
 7.1 MATERIAL E MÉTODOS 
Os procedimentos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia Aplicada ao 
Agronegócio (Núcleo de Biotecnologia) da Universidade Federal do Espírito Santo – 




7.1.1 Material vegetal 
 
7.1.1.1 Preparação de Tintura-mãe (TM) e obtenção de insumos bioativos 
 
As Tinturas-mãe (TM), descritas no Capítulo 1, a partir de folhas e frutos da S. 
terebinthifolius Raddi foram preparadas, pela adaptação da técnica de maceração 
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPÁTICA 
BRASILEIRA, 2011). As Tinturas-mãe (TM), obtidas a partir de folhas de cada 
genótipo, foram identificadas como, a partir da planta hermafrodita (TMArFH), fêmea 
(TMArFF), e macho (TMArFM) e obtidas dos frutos como, da planta hermafrodita 
(TMArFrH) e de duas amostras da planta fêmea (TMArFrF1 e TMArFrF2), foram 
utilizadas nos experimentos de avaliação antifúngica.  
 
 




Culturas dos fungos filamentosos, Fusarium guttiforme (E-203) e Chalara paradoxa 
(E-411), foram obtidas da micoteca do Laboratório de Fitopatologia do Incaper, 
situado no município de Domingos Martins- ES, Brasil e cultivadas em meio de 
cultura Batata Dextrose Agar (PDA- Acumedia Laboratories, Michigan, USA) e 
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incubados a 25 °C. As matrizes dos fungos foram pre servadas para a utilização nos 
experimentos através do método de Castellani (ALFENAS; MAFIA, 2007). 
 
 
7.1.2.2 Avaliação da atividade antifúngica in vitro 
 
A atividade antifúngica de amostras de TM da aroeira foi avaliada através de 
screening para os fungos Fusarium guttiforme Nirenberg & O’Donnell (syn.: 
Fusarium subglutinans f. sp. ananas, Ventura, Zambolim & Gilb) e Chalara paradoxa, 
utilizando a técnica de difusão em meio de cultura BDA (ALVES et al., 2000; AYRES 
et al., 2008; VALGAS et al., 2007). A suspensão dos fungos foi padronizada para 106 
conídios.mL-1 em solução salina estéril (0,85%). Foram adicionados 100 µL de cada 
suspensão fúngica e espalhados, com alça de Drigalski, na superfície das placas de 
Petri e decorridos 10 minutos de repouso, foram feitos orifícios de 5 mm de diâmetro, 
que foram preenchidos com 100 µL das amostras, das TM (TMArFH, TMArFF, 
TMArFM, TMArFrH, TMArFrF1 e TTMArFrF2), previamente preparadas. Como 
controles (testemunhas), para cada experimento, utilizou-se a solução hidroetanólica 
a 70% (v/v) e o fungicida tebuconazole 0,1%. No experimento, cada forma extrativa 
foi avaliada com três repetições e a avaliação realizada ao final de 72h, medindo-se 
o diâmetro do halo de inibição do crescimento micelial dos fungos (SALES, 2009).  
 
A porcentagem de inibição (PI) foi determinada pela inibição do crescimento micelial, 
comparando os tratamentos realizados com as TM, o fungicida de referência 
(tebuconazole) e a testemunha (solução hidroetanólica), sendo calculada pela 
equação: 
 
PI= [(ITRAT -  ITEST)/ ITEBU] X 100 ……………………………………………………………………… 
 
onde, 
PI= Porcentagem de inibição. 
ITRAT= Inibição do crescimento micelial pelos tratamentos. 
ITEST= Inibição pela Testemunha (Sol. EtOH 70% (v/v)). 







7.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Os resultados mostraram valores representativos de atividade antifúngica para 
Fusarium guttiforme e Chalara paradoxa, sendo que as TM’s preparadas a partir de 
folhas e frutos, TMArFH, TMArFF, TMArFrH, TTMArFrF2, apresentaram eficiência 
com halo de inibição igual ou maior de 20 mm (Porcentagem de inibição-PI ≥ 50%), 
para o fungo F. guttiforme (Tabela 12). 
  
Todas as amostras de TM de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius diferiram 
da testemunha (controle negativo), constituída de EtOH 70% (v/v) e apresentaram 
inibição do crescimento tanto para F. guttiforme, quanto para C. paradoxa, 
entretanto foram mais eficientes para o controle do F. guttiforme, com média de 
inibição maior do que as apresentadas para o fungo C. paradoxa (Tabela 15). 
 
Tabela 15 Atividade antifúngica da Tintura –mãe (TM) de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius, 





                   F. guttiforme                                                C. paradoxa 
 
Inibição (mm) PI (%)2 Inibição (mm) PI (%)2 
TEBU 33,3 ± 1,53 98,0 a3 
 




TMArFH 28,0 ± 1,0 82,2 ab 
 
17,0 ± 2,0 
 
42,9  b 
 
TMArFrF2 22,7 ± 2,08 
 
66,2   bc   
 
12,3 ± 0,58 30,3     c 
 
TMArFrH 22,7 ± 2,52 
 
65,9   bc    
 
12,0 ± 1,0 
 
29,5     cd 
 
TMArFF 20,0 ± 2,0 
 
57,9     cd 
 
9,3 ± 1,16 
 
22,2       de 
 
TMArFM 15,3 ± 1,53 
 
43,9       de 
 
9,0 ± 1,0 
 
21,4         e 
 
TMArFrF1 12,3 ± 2,52 
 
35,1         e 
 
10,0 ± 1,0 
 
24,1     cde 
TEST 0,67 ± 0,15   0,0           f 1,0 ± 0,44   0,0           f 
CV (%)  10,97  8,41 
 
 
1Tintura-mãe a partir das folhas da planta hermafrodita (TMArFH), fêmea (TMArFF), e macho (TMArFM) e 
   obtidas dos frutos como, da planta hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras da planta fêmea (TMArFrF1 e 
TMArFrF2); TEBU: controle positivo: Fungicida Tebuconazole a 0,1%; TEST: testemunha: EtOH 70%(v/v).  
2
 PI (%): Porcentagem de inibição em relação aos tratamentos controle. 
3 Médias de três repetições. As médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente entre    





A amostra de TM, da folha da planta hermafrodita (TMArFH), apresentou, 
juntamente com o fungicida tebuconazole a 0,1%, forte inibição antifúngica para o 
fungo, F. guttiforme, com as respectivas porcentagens de inibição, 82,00% e 98,0%. 
A amostra, TMArFH, apresentou eficiência antifúngica para C. Paradoxa, com 
porcentagem de inibição, de 42,86%; entretanto ficou aquém do resultado 
apresentado pelo controle positivo (Tabela 15).  
 
Neste caso o fungo C. Paradoxa se mostrou menos susceptível que o F. guttiforme, 
aos constituintes químicos ativos presentes nas folhas da aroeira, considerando as 
particularidades físico- químicas, em relação à estrutura de cada microrganismo em 
questão e principalmente a especificidade química e estrutural do princípio ativo com 
atividade antifúngica, presente na tintura-mãe. De qualquer forma, TMArFH 
apresentou o melhor resultado para C. paradoxa, quando comparada às outras 
amostras de TM avaliadas.  Segundo Sales (2009), a baixa ou mesmo a ausência de 
atividade inibitória de algumas amostras sobre os fungos testados, F. guttiforme e C. 
paradoxa, pode também estar relacionada com as características bioquímicas 
destes microorganismos que podem dificultar a ação dos componentes bioativos 
investigados. A padronização do inoculo se faz, portanto, necessária e a quantidade 
inoculada deverá ser estabelecida para cada método de avaliação. 
 
Outra suposição pode ser em função das substâncias potencialmente ativas estarem 
presentes em concentrações muito baixas, ou mesmo a ausência de metabólito 
ativo, especificamente sobre os fungos testados (VALGAS et al., 2007). Sabe-se 
que, a constituição química de um extrato é decorrente dos métodos e dos 
reagentes químicos utilizados para sua obtenção e, geralmente, os componentes 
ativos encontram- se em baixas concentrações em extratos brutos, sendo que nas 
tinturas estes podem estar ainda mais diluídos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; 
SALES, 2009). 
 
A amostra TMArFrH, agora a partir do fruto da aroeira, apresentou resultados menos 
expressivos para o fungo C. paradoxa, com PI= 29,46%, do que para F. guttiforme,  
PI= 66,0%. As tinturas-mãe, TMArFF e TMArFM apresentaram os menores valores 
de porcentagem de inibição para C. paradoxa, 22,32% e 21,43%, respectivamente. 
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O mesmo não ocorrendo, para o fungo F. guttiforme, em relação a apresentação de 
atividade antifúngica da TMArFF, com uma porcentagem de inibição de 58,0%, 
ficando acima das amostras de TM, a partir de folhas da planta macho (TMArFM), 
com inibição de 43,9% e a partir do fruto do primeiro exemplar da planta fêmea 
(TMArFr1), que apresentou uma porcentagem de inibição de 34,9% (Figura 26). 
 
 
Figura 26 Avaliação da atividade fungicida das tinturas-mãe a partir das folhas, da planta 
hermafrodita (TMArFH), fêmea (TMArFF), e macho (TMArFM) e obtidas dos frutos, da planta 
hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras da planta fêmea (TMArFrF1 e TMArFrF2) para os 
fungos, F. guttiforme C. paradoxa, determinada pelo halo de inibição no método de difusão em meio 
de cultura.  TEBU= fungicida tebuconazole a 0,1%; TEST = Testemunha: sol. EtOH 70% (v/v). 
 
O fungicida comercial de referência, ao contrário do perfil apresentado pelas TM da 
aroeira, apresentou inibição antifúngica maior para C. paradoxa.  Os resultados 
estão de acordo com os apresentados por Sales (2009), no screening com TM de 
diferentes espécies de plantas, que mostrou as tinturas-mãe das espécies, 
Glycyrrhiza glabra, Myroxylon balsamum e Allium sativum, na dose de 100µL. mL-1, 
apresentaram maior atividade antifúngica para F. guttiforme do que para C. 
paradoxa.   
 
Os resultados apresentados pelo teste de difusão em ágar com orifício permitem 
afirmar que, possivelmente, os constituintes químicos fenólicos, principalmente do 
tipo flavonoides, foram responsáveis, pela eficiência antifúngica apresentada para F. 
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guttiforme e C. paradoxa. A Figura 27, apresenta os melhores resultados para as 
tinturas-mãe, a partir de folhas (TMArFH) e a partir dos frutos (TMArFrH) da planta 
hermafrodita em relação ao controle positivo, fungicida tebuconazole a  0,1%, frente 









Figura 27 Eficiência antifúngica de TM obtida de folhas (TMArFH) e frutos (TMArFrH) da planta 
hermafrodita da espécie S. terebinthifolius, sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos: F. 
guttiforme (Fgt) (A - D) e C. paradoxa (Cpa) (E – H), comparados ao controle positivo (TEBU), 






















As tinturas-mãe (TM) de diferentes genótipos da espécie S. terebinthifolius, 
apresentaram resultados diferentes, tanto para atividade antioxidante como na 
antifúngica, mostrando a existência de variabilidade dentro das espécies, que se 
reflete na biossíntese de constituintes químicos do metabolismo secundário.  A 
planta, “macho”, não apresentou níveis de atividade antifúngica tão expressivos 
como as plantas, “hermafrodita” e “fêmea”.  
 
Os diferentes resultados, tanto para porcentagem de inibição (PI) (Tabela 12), como 
para o perfil de inibição de cada TM (Figuras 27), foram marcantes não somente 
pelos diferentes tipos de plantas, como também para as partes testadas (folhas e 
frutos) e principalmente para sensibilidade apresentada pelos fungos testados, F. 
guttiforme e C. paradoxa. 
 
Estes resultados são de grande importância estratégica na seleção da matéria prima 
para a preparação da tintura mãe (TM), o que certamente reflete em preço e valor 
agregado para o produtor.  
 
O perfil de atividade apresentado, pelas tinturas-mãe a partir de folhas e frutos, é 
decorrente da presença de constituintes químicos ativos, na sua maioria originários 
do metabolismo secundário da espécie, S. terebinthifolius. Estudos desenvolvidos 
atribuem aos compostos fenólicos, como os flavonoides (principalmente os 
biflavonoides), taninos e terpenoides, as atividades antioxidante e antimicrobiana 
desta espécie (BORNHAUSEN, 2002; CERUKS et al., 2007; DEGÁSPARI et al., 
2005; EL-MASSRY et al., 2009; LIMA, 2006; QUEIRES et al., 2006; TONIAL, 2010).  
 
Dentre a classe de polifenóis, constituintes já isolados da espécie S. Terebinthifolius, 
que tiveram a atividade antimicrobiana comprovada, estão: a apigenina 
(DEGÁSPARI et al., 2005), o ácido elágico (DEGÁSPARI et al., 2005; EL-MASSRY 
et al., 2009;  MARTINEZ et al., 1996), a naringina (DEGÁSPARI et al., 2005), o 
galato de etila (CERUKS et al., 2007), o galato de metila (CERUKS et al., 2007; 
KIKUZAKI et al., 2002), a miricetrina (CERUKS et al., 2007), a miricetina (CERUKS 
et al., 2007), a rutina (NUNES et al., 2009), saponinas esteroidais e saponinas 
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triterpênicas (SIMÕES et al. 2007), ácido gálico e catequina (EL-MASSRY et al., 
2009; BRAZ et al., 2011).  
 
Atualmente, os lipídeos fenólicos, presentes na família Anacardiaceae, detentores 
de potente atividade antioxidante, estão sendo elencados como uma fonte 
promissora de ativos com atividade antiparasitária e antifúngica (CORREIA et al., 
2006; KOZUBEK, 1999). Segundo COWAN (1999) a atividade antimicrobiana da 
espécie S. terebinthilolius, estaria associada à classe dos terpenóides, presentes no 
óleo-resina, terebintina, apresentando na sua composição aproximadamente 75% de 
α e β pineno, 10% de δ 3-careno, além de limoneno, dipenteno,  β pironeno, borneol 
e acetato de bormila.  
 
Apesar da extração, das folhas e frutos da espécie, ter sido realizada com solvente 
EtOH (70- 90%), não tão apropriada para compostos com caráter lipofílico, 
possivelmente a extração por esgotamento proposta neste trabalho, com caráter 
hidrofílico da mistura de líquido extrator, pode ter garantido a presença desta classe 
de metabólitos e garantido um aumento na atividade biológica dos constituintes, por 
um aumento na biodisponibilidade. O mecanismo de ação antimicrobiana de 
terpenos não está totalmente elucidado, mas pode estar relacionados com a ruptura 
da membrana pelos compostos lipofílicos, presentes na espécie microbiana 
(COWAN, 1999). 
 
A ação antimicrobiana dos flavonóides, principalmente presentes nas folhas, 
provavelmente está relacionada à capacidade de complexar proteínas extracelulares 
e solúveis, bem como estruturas da parede celular (SOUSA et al., 2007), sobretudo 
por inibirem a peroxidação lipídica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; 
SOUSA et al., 2007). Flavonóides, mais lipofílicos, podem atuar provocando o 
rompimento de membranas microbianas (SIMÕES et al., 2010).  
 
O mecanismo de ação de taninos para a atividade antimicrobiana, sobre bactérias e 
fungos, está muito bem documentado na literatura que, pressupõe os taninos 
inibindo enzimas de bactérias e fungos e/ou complexando os substratos dessas 
enzimas; a segunda hipótese seria que os taninos agem sobre as membranas 
celulares dos microorganismos, modificando o seu metabolismo; e a terceira 
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hipótese menciona a complexação dos taninos com íons metálicos, diminuindo, 
assim, a disponibilidade de íons essenciais para o metabolismo dos microrganismos 
(HASLAM, 1996; HAGERMAN, 2011). 
 
Propriedades farmacológicas estão bem estabelecidas para espécies como S. 
terebinthifolius, rica em óleos voláteis. Dentre elas e, especificamente para o citral, 
predomina a ação antisséptica, com inibição de bactérias e fungos, devido a 
presença de compostos fenólicos, aldeídos e álcoois. Os compostos citral, geraniol, 
linalol e timol têm um alto poder antisséptico, superior ao do próprio fenol 
(KOZUBEK, 1999; SIMÕES et al., 2010). Estudo de Garcia e colaboradores, (2008) 
mostrou que, dentre monoterpenos comerciais testados, o citral apresentou uma 
potente atividade fungicida para 3 fungos fitopatogênicos, Colletotrichum musae, 
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium guttiforme,  causadores de doenças e 
perdas em pós-colheita de frutas tropicais. 
 
A preocupação da sociedade, com o impacto do uso de pesticidas no ambiente e a 
contaminação da cadeia alimentar com agrotóxicos, vem alterando o cenário 
agrícola, resultando na presença de segmentos de mercado ávidos por produtos 
diferenciados, portadores de selos que garantam que esses alimentos sejam 
produzidos em sistemas ambientalmente equilibrados (BETTIOL: GHINI, 2003).  
 
O trabalho de pesquisa ora desenvolvido, de forma multidisciplinar, buscou o 
desenvolvimento tecnológico no sentido de prover o mercado com insumos bioativos 
naturais, como TM a partir de genótipos da espécie S. terebinthifolius, com ação 
fitoprofilática ou como fitoterapêutica, subsidiada pela presença de constituintes 
fitoquímicos, identificados com potencial eficiência antifúngica, com aplicações 








8 CONCLUSÕES   
  
Pela primeira vez, insumos ativos, como TM de espécies vegetais, foram preparados 
por maceração, a partir de folhas e frutos da aroeira (S. terebinthifolius), utilizando 
um polímero 100% natural, de extração botânica, como um novo adjuvante no 
processo de tratamento prévio do material vegetal.  
 
As análises físico-químicas das amostras das tinturas-mãe apresentaram valores 
médios, para determinação de resíduo seco, teor alcóolico, pH e densidade, dentro 
das especificações técnicas, indicando qualidade no processo de obtenção dos 
insumos obtidos. A garantia da estabilidade no produto final proporcionou resultados 
promissores na determinação do perfil cromatográfico das amostras analisadas. 
 
As tinturas-mãe, TMArFH, TMArFF e TMArFM, obtidas de folhas de S. 
terebinthifolius, apresentaram nítidas zonas cromatográficas fluorescentes em CCD, 
características da classe de flavonoides, e  análise por HPLC (TMArFrH),  
possibilitou a separação destes metabólitos, sugestivos de flavonóis (folhas) e de 
flavonas (frutos).  
  
O cromatograma (HPLC/UV) para o extrato bruto etanólico do fruto da aroeira 
(EArFr) revelou a presença de dois picos majoritários com tempos de retenção (t) de 
26,52 e 27,71 minutos, o que nos permitiu confirmar a presença de dois importantes 
biflavonóides: a agathisflavona (biflavona: acoplamento C-C do tipo 6-8'' (I-6, II-8)   e 
a tetrahidroamentoflavona (biflavanona: acoplamento C-C do tipo 3’-8 (I-3’, II-8), com 
estudos para amentoflavona, apigeninil-(I-3’, II-8)- apigenina). Podemos associar as 
atividades apresentadas neste trabalho aos estudos sobre biflavonóides, que 
conferem à estes constituintes, potencial atividade antioxidante, antimicrobiana, 
antiinflamatória, citotóxica e inseticida, peculiar da família Anacardiaceae.  
 
Na identificação dos constituintes químicos do óleo essencial de frutos e folhas, 
houve predominância monoterpênica do limoneno, α-pineno, p.cimeno e β-mirceno, 
sendo que as amostras a partir dos frutos dos genótipos, FR02 e FR03, 
apresentaram alto teor relativo de β-mirceno (26,73% e 26,03%, respectivamente). 
Contudo, FR01 representou a amostra de maior teor relativo de monoterpenos 
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(70,85%), tendo como componente majoritário, o limoneno (36,85%). O limoneno se 
apresenta como um produto bioativo natural, visto que estudos comprovam sua 
eficácia como substância antioxidante com potencial quimioprofilático e 
quimioterapêutico.  
 
A TM, a partir de folhas, da planta hermafrodita (TMArFH), na concentração de 250 
µg/ml, apresentou melhor disponibilidade para a captação do radical livre,  DPPH 
(1,1- difenil-2-picril-hidrazil). Entretanto, na menor concentração do experimento (25 
µg/ml), o melhor resultado para a atividade antioxidante foi para a amostra da TM da 
folha da planta fêmea, TMArFF, em detrimento do próprio controle positivo, TM da 
espécie Ginkgo biloba (TMGb), que apresentou o menor valor para esta atividade.  
 
A amostra TMArFH, da folha da planta hermafrodita, apresentou juntamente com o 
fungicida tebuconazole a 0,1%, o melhor resultado para a inibição do crescimento 
micelial para o fungo, F. guttiforme. A mesma tintura-mãe apresentou significativa 
eficiência antifúngica para C. paradoxa, mas não foi tão significativa como o 
fungicida. TMArFF e TMArFM apresentaram os menores resultados de inibição, para 
os dois fungos.  
 
A identificação de constituintes químicos em insumos bioativos, tinturas- mães e 
óleos essenciais da espécie S. terebinthifolius, com potencial antioxidante e 
antifúngico, abre um campo para realização de um estudo interdisciplinar com a 
seleção e/ou recuperação de quimiotipos em genótipos com potencial econômico 
para as indústrias farmacêutica, cosmética e alimentícia, promovendo necessidade 
de registro, pela primeira vez, de cultivares da aroeira no Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento (MAPA), contribuindo na busca de novas alternativas no 
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